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 L’adénovirus possède plusieurs caractéristiques faisant de ce virus un candidat 
de choix pour la construction de vecteurs utiles dans les études de génomique 
fonctionnelle.  Dans la majorité de ces applications, on a recours à un vecteur adénoviral 
de première génération délété de sa région E1.  L’utilisation de vecteurs adénoviraux 
comprend deux maillons faibles : la construction du vecteur et la production subséquente 
de ce dernier.  Le développement de méthodes alternatives est donc nécessaire pour 
renforcer ces deux maillons, permettant ainsi une utilisation étendue de ces vecteurs.  Ce 
développement va s’articuler sur deux axes : l’ingénierie du vecteur de transfert pour la 
construction de l’adénovirus recombinant et l’ingénierie d’une lignée cellulaire pour la 
production du vecteur. 
 
En utilisant un vecteur de transfert adénoviral co-exprimant, à partir d’un 
promoteur régulable à la tétracycline, la protéase de l’adénovirus et une protéine de 
fluorescence verte (GFP) par l’intermédiaire d’un site d’entrée ribosomal interne (IRES), 
notre groupe a établi que la sélection positive, via l’expression ectopique de la protéase, 
est un processus efficace pour la création de librairie d’adénovirus recombinants.  Par 
contre, la diversité atteinte dans ce premier système est relativement faible, environ 1 
adénovirus recombinant par 1 000 cellules.  Le travail effectué dans le cadre de cette 
thèse vise à construire un nouveau transfert de vecteur dans lequel l’expression de la 
protéase sera indépendante de celle du transgène permettant ainsi d’optimiser 
l’expression de la protéase.  Ce travail d’optimisation a permis de réduire le phénomène 
de transcomplémentation du virus parental ce qui a fait grimper la diversité à 1 virus 
recombinant par 75 cellules.  Ce système a été mis à l’épreuve en générerant une 
librairie adénovirale antisens dirigée contre la GFP.   La diversité de cette librairie a été 
suffisante pour sélectionner un antisens réduisant de 75% l’expression de la GFP.  
 
 L’amplification de ce vecteur adénoviral de première génération doit se faire 
dans une lignée cellulaire exprimant la région E1 telle que les cellules 293.  Par contre, 
un adénovirus de première génération se répliquant dans les cellules 293 peut échanger, 
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par recombinaison homologue, son transgène avec la région E1 de la cellule créant ainsi 
un adénovirus recombinant réplicatif (RCA), compromettant ainsi la pureté des stocks.  
Notre groupe a déjà breveté une lignée cellulaire A549 (BMAdE1) exprimant la région 
E1, mais qui ne peut pas recombiner avec le transgène du virus.  Par contre, le niveau de 
réplication de l’adénovirus dans les BMAdE1 est sous-optimal, à peine 15-30% du 
niveau obtenu dans les cellules 293.  Le travail fait dans le cadre de cette thèse a permis 
de mettre en évidence qu’une expression insuffisante d’E1B-55K était responsable de la 
mauvaise réplication du virus dans les BMAdE1.  Nous avons produit de nouveaux 
clones à partir de la lignée parentale via une transduction avec un vecteur lentiviral  
exprimant E1B-55K.  Nous avons confirmé que certains clones exprimaient une plus 
grande quantité d’E1B-55K et que ces clones amplifiaient de manière plus efficace un 
vecteur adénoviral de première génération.  Ce clone a par la suite été adapté à la culture 
en suspension sans sérum.  
 
Mots clés : vecteurs viraux, adenovirus, sélection positive, librairie, protéase, lignée 





The adenovirus has numerous interesting characteristics making this particular 
virus an ideal candidate for the construction of vector for conducting studies in 
functional genomics.  The vast majority of those applications rely on a so-called “first-
generation vector” in which the E1 region is replaced by a transgene.  Despite all their 
advantages, there are 2 weak links associated with first-generation vector:  the efficient 
construction of the actual vector and its production.  Therefore, the development of 
alternative methods for construction and production is necessary to ensure their 
usefulness.  The development will involve 2 axes: the reengineering of the transfer 
vector for the construction of recombinant adenovirus and the reengineering of the cell 
line capable of producing the vector. 
 
Using a transfer vector co-expressing the adenoviral protease (PS) gene and GFP 
by using an IRES under the control of a tetracycline-regulated promoter, our laboratory 
previously established the proof of concept that positive selection of recombinant 
adenovirus through ectopic expression of the PS gene was an efficient approach to 
generate adenoviral libraries. However, the diversity achieved was quite low, around 1 
recombinant adenovirus per 1,000 cells. The goal of this thesis was to design a new 
transfer vector in which the PS expression was independent from the expression of the 
transgene in order to be able to optimize its expression independently.  We also 
improved library diversity by lowering the amount of PS in order to reduce the the trans-
complementation from the transfer vector.  Using this method, at least 1 recombinant 
adenovirus per 75 cells was generated with 100% of the plaques being recombinant. 
This system was successfully used to generate an antisense library targeting GFP. The 
diversity of the library was high enough to allow the selection of an antisense that 
inhibited 75% of GFP expression. 
 
Amplification of those first-generation recombinant adenoviruses must take place 
in an E1-expressing cell such as 293 cells. However, when replicating in 293 cells, the 
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recombinant adenovirus can exchange their transgene with the E1 region of the cell by 
homologous recombination, which results in the generation of a fully replicative 
adenovirus (RCA), a situation that compromises the purity of the viral preparation. Our 
laboratory has previously patented an A549 cell line expressing the E1 region and 
producing RCA-free recombinant adenovirus (BMAdE1). However, the replication of 
E1-deleted adenovirus in BMAdE1 cells was sub-optimal, in the range of 15-30% the 
level obtained in 293 cells.  The work done in this thesis establishes that the low level of 
E1B-55K could be responsible for the lower productivity of BMAdE1 cells. Thus, we 
have derived new clones following lentiviral transduction in order to increase E1B-55K 
expression. Western blot confirmed that some clones expressed more E1B-55K than 
BMAdE1, and this correlated with a more robust replication of a recombinant 
adenovirus in those clones. This newly optimized BMAdE1 cell line was adapted to 
serum-free suspension culture. 
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1.1 La biologie de l’adénovirus 
 
L’adénovirus est un virus icosaédrique non enveloppé, appartenant à la famille des 
Adénoviridae, contenant un génome d’ADN double-brin qui est capable d’infecter un 
large spectre de vertébrés en se répliquant dans les noyaux des cellules infectées. 
L’adénovirus a évolué conjointement avec ses hôtes vertébrés et, il partage un ancêtre 
commun avec le Tectiviridae, un bactériophage des entérobactéries (37).  Pour l’humain 
seulement, il existe 51 sérotypes différents divisés en six sous-groupes (A à F).  Les 
systèmes respiratoires, gastro-intestinaux, urinaires, de même que l’oeil, sont les 
principales cibles des infections adénovirales.  Chez un individu immunocompétent, ces 
infections restent habituellement bénignes, par contre, dans de rares cas, celles-ci 
peuvent dégénérer en s’attaquant au cerveau, au foie, aux reins et au cœur pour causer de 
graves maladies.  Aujourd’hui, l’adénovirus fait l’objet d’une attention particulière en 
raison de ses propriétés qui en font un vecteur viral de choix pour le transfert de gène. 
 
 
1.1.1 Perspective historique 
 
L’adénovirus a été isolé pour la première fois en 1953 (180) par un groupe de 
chercheurs voulant identifier un agent causant des infections respiratoires aiguës.  
L’agent isolé par Rowe et coll. avait la capacité de produire une dégénérescence 
spontanée de cultures primaires de cellules adénoïdes.  En 1954, une deuxième équipe 
de chercheurs a isolé un agent infectieux présent dans les sécrétions respiratoires qui 
était capable d’induire un effet cytopathique chez des cellules en culture (92).  La même 
année, un troisième groupe de chercheurs a apporté la preuve que les deux découvertes 
précédentes correspondaient au même agent infectieux (99).  En 1956, cet agent 
infectieux a été nommé adénovirus en raison du tissu dans lequel il a été isolé pour la 
première fois (46).  Historiquement, la découverte de l’adénovirus a donné un essor 
considérable à la biologie moléculaire et cellulaire.  Les adénovirus humains s’étant 
révélés capables de transformer des cellules en culture, leur étude s’est révélée capitale 
dans l’élucidation des mécanismes moléculaires contrôlant la division cellulaire.  De 
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1.1.2 La classification 
 
La famille Adénoviridae, à laquelle appartiennent les adénovirus, se divise en deux 
genres, les Mastadenovirus et les Aviadenovirus.  Les Mastadenovirus incluent les virus 
capables d’infecter les humains, singes, bovins, ovins, équidés et les porcs.  Les 
Aviadenovirus se limitent aux virus en mesure d’infecter les oiseaux. 
 
Chaque sérotype est défini par sa capacité à être neutralisé par un antisérum 
spécifique.  Le phénomène de neutralisation par un anticorps passe par sa liaison aux 
épitopes se trouvant sur l’hexon et à l’extrémité de la fibre (212).  Les différents 
sérotypes sont subdivisés en 6 sous-groupes (tableau 1) en fonction de leur 

















Sous-groupe Hémaglutination Sérotypes Oncogénicité 




A IV (faible) 11, 18, 31 Fort + 
B I (complète, singe) 3, 7, 11, 14, 






C III (partielle, rat) 1, 2, 5, 6 Faible ou nul + 
D II (complète, rat) 8, 9, 10, 13, 
15, 17, 19, 









E III 4 Faible ou nul + 
F III 40-41 Inconnu + 
Tableau I : Classification des adénovirus humains (Mastadenovirus H). (133, 182) 
Les sérotypes les plus étudiés appartiennent au groupe C.  Ce groupe, non oncogène, 
contient les sérotypes 2 et 5 (Ad2 et Ad5) qui sont les plus utilisés en thérapie génique 
en raison de leur faible pathogénicité pour l’homme. 
 
 Les différents sous-groupes d’adénovirus ont tous une spécificité pour un tissu 
particulier.  Par exemple, les sérotypes 2 et 5 (sous-groupe C) infectent principalement 
les voies respiratoires.    Par opposition, les sérotypes 40 et 41 (sous-groupe F) sont 
associés aux infections du système gastro-intestinal alors que les sérotypes 8, 19 et 37 
(sous-groupe D) sont reliés à des infections sévères de la conjonctive de l’œil.  Il est à 
noter que si l’adénovirus n’a pas un caractère épidémique, l’augmentation du nombre de 
personnes immunocompromises depuis quelques années a permis à certains sérotypes 
d’augmenter leur prévalence.  C’est le cas du sérotype 35, rarement détecté dans la 
population générale, mais qui est fréquemment retrouvé chez les individus 
immunodéprimés (112).   
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1.1.3 La structure de l’adénovirus 
 
Structuralement, les adénovirus sont des virus non enveloppés avec une capside de 
forme icosaédrique.  De taille moyenne, avec un diamètre entre 70 et 100 nm (96), 
l’adénovirus est formé de 20 surfaces triangulaires formant 12 sommets.  Le virus est 




1.1.3.1 La structure de la capside 
 
La capside est faite de sept polypeptides différents formant 252 capsomères : 240 
hexons et 12 pentons (figure 1A) (71, 217).  L’hexon et le penton sont respectivement 
constitués de six et cinq sous-unités de polypeptide II et de polypeptide III.  Il est à noter 
que le polypeptide II constitue l’élément le plus abondant du virion.  Localisé à la 
surface de la capside, ce trimère forme une structure appelée le capsomère d’hexon.  Les 
polypeptides VI, VIII et IX, qui entrent aussi dans la composition du capsomère de 
l’hexon, servent à stabiliser le capsomère d’hexon.  Les pentons forment les 12 sommets 
de la capside virale.  Chacun de ses sommets, qui sert de base à la fibre, est composé 
d’une association de cinq copies du polypeptide III (218).  La fibre de son côté prend la 
forme d’une tige composée d’un trimère du polypeptide IV (218) et possède à son 
extrémité C-terminale un domaine globulaire reconnaissant son récepteur cellulaire. La 
combinaison de la fibre et de la base penton forme une structure nommée le capsomère 
de penton.  Finalement, les polypeptides IIIa VI VIII et IX, des composants mineurs de 
la capside peuvent s’intercaler entre les hexons pour stabiliser la structure de la capside 








1.1.3.2 La structure du noyau 
 
Le noyau comprend les quatre protéines et le génome viral qui sont contenus à 
l’intérieur de la capside.  Toutes les protéines associées au noyau sont riches en arginine, 
ce qui leur permettent de se lier directement à l’ADN viral.  La protéine la plus 
abondante du noyau, le polypeptide VII, joue un rôle s’apparentant aux histones en 
s’associant directement au génome viral pour permettre la formation d’un complexe 
nucléoprotéique compacte (144).  Les polypeptides V et X sont des composants mineurs 
du noyau qui peuvent aussi interagir avec l’ADN viral.  De plus, le polypeptide V peut 
se lier avec le polypeptide VI du penton, ce qui permet d’assurer une liaison directe 
entre le noyau et la capside (48).  La quatrième protéine du noyau est la «protéine 
terminale » (pT) que l’on retrouve attachée par une liaison covalente à chaque extrémité 
5’ du génome (175).  Cette interaction est assurée par un lien phophodiester avec un 
résidu sérine de la protéine (200).  Cette protéine joue un rôle essentiel dans le 
mécanisme de réplication de l’ADN viral (208) et dans la translocation du génome viral 
vers la matrice nucléaire (figure 1b) (59).  Bien que ne faisant pas proprement partie du 
noyau, on y retrouve tout de même 10 copies de L3/p23 protéase (PS) adénovirale 
associée à l’ADN (5). 
 
 
Figure 1 : Structure de l’adénovirus. (A) Structure tridimensionnelle de la capside 






1.1.3.3 La structure du génome 
 
Le génome de l’adénovirus est constitué d’un double-brin d’ADN faisant 
approximativement 36 000 paires de bases qui a été subdivisé en 100 unités sur les 
cartes génétiques (figure 2). 
 
 
Figure 2 : Carte génétique de l’adénovirus type 2 représentant les unités de 
transcription.  Les gènes précoces (E), transcrits avant la réplication de l’ADN, sont 
représentés par les petites flèches.  Les gènes tardifs (L), transcrits après la 
réplication de l’ADN, sont représentés par les grosses flèches.  Les gènes tardifs 
sont transcrits à partir du même promoteur, mais ils sont épissés et polyadénylés de 
manière différente (voir section 1.2.4.4).  Chaque flèche donne le sens de la 
transcription. Le génome est divisé en 100 unités génétiques (194). 
 
Les gènes adénoviraux sont classés en fonction du moment où ils sont exprimés lors 
d’une infection.  Les gènes transcrits avant que la réplication de l’ADN ait lieu sont 
qualifiés de précoces (E) et ceux qui suivent la réplication sont qualifiés de tardifs (L).   
Les 5 régions transcriptionnelles précoces (E1A, E1B, E2, E3 et E4) permettent 
l’expression des protéines qui vont préparer la réplication de l’ADN viral, inhiber 
l’apoptose et atténuer la réponse immunitaire de l’hôte. L’unique région tardive, placée 
sous le contrôle du promoteur MLP, génère 5 transcrits (L1-L5) qui sont associés aux 
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protéines structurales du virus.  À l’exception de l’ARN « virus-associated » (ARN VA), 
qui est transcrit par l’ARN polymérase III, la transcription du génome viral est effectuée 
par l’ARN polymérase II (70). 
 
Chaque extrémité du génome est constituée d’une séquence répétée hautement 
conservée (ITR) dont la taille varie entre 100 et 150 paires de bases en fonction du 
sérotype.  Les deux séquences terminales inversées (ITR) sont des éléments actifs en cis 
essentiels au processus de réplication de l’ADN viral (121).  De plus, l’ITR de gauche 
contient le signal d’encapsidation qui reconnaît les protéines de la capside au moment de 
l’assemblage pour permettre l’encapsidation du génome (88). 
 
  
1.1.4  Le cycle de réplication viral 
 
L’adénovirus est un virus avec un cycle lytique.  Suivant son entrée dans la cellule, 
il procède à un détournement de la machinerie cellulaire pour, dans un premier temps, 
assurer la réplication de son génome. Ensuite, le virus utilise la machinerie 
traductionnelle de la cellule pour procéder à la production de ses différentes protéines 
structurales.  Lors de la phase finale du cycle réplicatif, les composants du virion sont 
assemblés pour former une particule infectieuse qui sera relarguée par la lyse de la 
cellule.  Une infection adénovirale typique dure de 20 à 24 heures et peut produire plus 
de 30 000 particules infectieuses par cellule (77). 
 
 
1.1.4.1 L’adsorption et la pénétration du virus 
 
L’attachement du virus aux cellules cibles est médié par la fibre localisée sur la 
base penton.  Cette dernière, organisée sous forme homotrimérique, possède un domaine 
globulaire à son extrémité qui peut se lier aux  récepteurs cellulaires CAR (coxsackie 
and adenovirus receptor) (12).  Une fois cet attachement complété, un motif RGD situé 
sur la base penton, prend la relève en générant une interaction avec les intégrines 
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présentes à la surface de la cellule (αvβ1, αvβ3, αvβ5) qui agissent ainsi comme 
récepteurs secondaires (224).  Il est à noter que dans les cultures cellulaires, le motif 
RGD de la base penton peut participer à l’entrée de la particule virale en médian une 
interaction avec l’héparan sulfate (38).  De plus, les variations entre sérotypes peuvent 
affecter le récepteur cellulaire qui sera utilisé.  Par exemple, pour l’Ad-37, ce sont les 
glycoprotéines porteuses d’un groupement sialique qui servent de récepteur (8) alors que 
l’Ad-3 peut reconnaître les molécules CD80 et CD86 à la surface des cellules 
dendritiques (198). La liaison aux récepteurs secondaires déclenche un processus 
d’endocytose qui permet à la particule virale de pénétrer à l’intérieur de la cellule par 
l’intermédiaire d’un endosome.  Le démantèlement de la capside débute immédiatement 
lors de l’endocytose : la liaison de la base penton avec les intégrines induit un 
changement de conformation du polypeptide III provoquant la perte de la fibre.  Par la 
suite, le contenu acide des endosomes participe au désassemblage des protéines chargées 
de stabiliser la capside (III, IIIa et VIII) (76).  De manière simultanée, l’action conjointe 
de l’acidité de l’endosome et de la base penton permet la migration de ce qu’il reste de la 
particule virale vers le cytoplasme.  Une fois dans le cytoplasme, la capside ainsi 
déstabilisée est prise en charge par le réseau de microtubule qui transportera ce cargo 
vers le noyau tout en poursuivant le désassemblage de ce dernier. Lors du 
désassemblage final au niveau du pore nucléaire, l’ADN viral est transloqué à l’intérieur 
du noyau.   
 
Le transport du génome viral vers le noyau est assuré par une liaison de la capside 
partiellement désassemblée au complexe moteur dynein/dynactine qui permet d’assurer 
le transport du cargo le long des microtubules vers le complexe CAN/Nup214 qui sert à 
faire l’arrimage à un pore nucléaire (214).  Cette étape est facilitée par une 
reconnaissance préalable des intégrines par le motif RGD car cette dernière permet 
d‘activer la protéine kinase A, rendant ainsi le transport assuré par le réseau de 






1.1.4.2 L’expression des gènes précoces 
 
 Les 6 gènes précoces (E1A, E1B, E2A, E2B E3, E4) sont exprimés dans les 
étapes qui précèdent la réplication de l’ADN et leurs fonctions principales consistent à 
moduler précisément l’expression des gènes viraux et cellulaires pour maximiser le 
nombre de virions produits lors de l’infection. 
 
 Le gène E1A étant sous le contrôle d’un promoteur constitutif, sa transcription 
débute immédiatement après la translocation du génome viral à l’intérieur du noyau.  
Les protéines produites par la région E1A ont deux fonctions essentielles : 
premièrement, elles permettent une transactivation des promoteurs des autres gènes 
précoces et deuxièmement, elles travaillent de concert avec les protéines de la région 
E1B pour créer un milieu favorable à la réplication de l’ADN viral en forçant la cellule à 
progresser vers la phase S, phase à l’intérieur de laquelle la réplication du matériel 
génétique viral sera possible.  Pour éviter que la transition vers la phase S soit 
responsable de déclencher l’apoptose, avortant ainsi le cycle de réplication virale, la 
région E1B neutralise les effets de p53 et prévient le relargage du cytochrome C (voir 
section 1.4.3).  L’expression de la région E1A est donc cruciale pour initier le cycle 
réplicatif puisque les protéines associées à cette région pourront transactiver tous les 
autres promoteurs viraux précoces déclenchant ainsi la cascade qui mettra en branle la 
réplication du virus.   
 
 La synthèse d’une quantité relativement importante de la protéine de liaison à 
l’ADN (DBP) sera tributaire de la région E2A alors que la région E2B sera responsable 
de la synthèse de la pT et de l’ADN polymérase virale.  En plus d’être impliquées dans 
l’initiation de la réplication du génome viral de même que son élongation, les protéines 
de la région E2 seront aussi appelées à jouer un rôle dans la régulation transcriptionnelle 
et l’assemblage du virus. 
 
 La région E3 permet l’expression d’une série de protéines qui seront 
essentiellement dédiées à la modulation du système immunitaire de l’hôte.  Si cette 
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région est dispensable en culture cellulaire, elle jouera un rôle crucial dans le cadre de 
l’infection d’un hôte.  La protéine E3 gp 19K peut se lier à la chaîne lourde du complexe 
majeur d’histocompatibilité prévenant ainsi son transport à la surface de la cellule pour 
empêcher la présentation d’antigènes viraux capables d’induire la différenciation des 
lymphocytes T dirigés contre l’adénovirus (55).  Le complexe E3-RID, composé des 
protéines membranaires RIDα et RIDβ, inhibe l’apoptose induite par FasL en 
internalisant le Fas qui sera dégradé dans les lysosomes.  La protéine E3-14.7 kDa est 
impliquée dans l’inhibition de l’apoptose induite par le TNF en interagissant avec les 
protéines impliquées dans la voie caspase- TNFR1.  La protéine E1B-19K est aussi en 
mesure de prévenir l’apoptose induite par Fas et le TNF en prévenant l’activation de la 
caspase 8. 
 
 Finalement la région « multi-tache » E4 produira des protéines qui coopéreront 
avec les autres protéines exprimées dans la phase précoce du cycle d’infection pour : 1-
transactiver des promoteurs, 2-assurer la traduction sélective des ARNm viraux et 3-
l’arrêt de la synthèse de protéines cellulaires (voir section 1.4.3). 
 
 
1.1.4.3 La réplication du chromosome viral 
 
La réplication du génome adénoviral est catalysée par l’ADN polymérase virale et 
nécessite l’action de la pré-pT qui agira comme une amorce.  De plus, pour que la 
réplication soit efficace, on devra faire appel à trois protéines cellulaires soit les facteurs 
de transcription nucléaire NFI et NFIII de même qu’une topoisomérase de type I (NFII) 
qui permettra l’élongation du génome. 
 
Avant le début de la synthèse de l’ADN viral, un complexe de pré-initiation 
composé des protéines exprimées par la région E2 et par NFI et NFIII s’assemblera au 
niveau de l’origine de réplication située sur l’ITR.  Dans ce complexe, l’interaction entre 
la pré-pT et la polymérase est stabilisée par NFI et NFIII.  La DBP permet aussi de 
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stabiliser la liaison entre NFI et la séquence reconnue sur le génome viral.  Toute cette 
série d’interaction protéine-protéine et protéine-ADN permet de positionner le complexe 
pré-pT/Polymérase sur l’origine de réplication.  Ensuite, la DBP déstabilise la structure 
double-brin pour exposer la séquence simple-brin 3’-GTAGTA-5’ qui formera un lien 
covalent avec la sérine à la position 580 de la pré-pT ce qui transformera la pré-pT en 
amorce et relâchera du même coup la polymérase pour permette le début de la 
réplication du génome viral.  La DBP participera à l’élongation de l’ADN en stabilisant 
la structure simple-brin qui sera déplacée par de l’action de la polymérase virale. Le 
résultat de cette première ronde de réplication produira donc une structure double-brin et 
une structure simple-brin.  Ensuite, le génome simple-brin sera circularisé via un 
appariement des ITR pour former une structure en « panhandle ».  Cette structure sera 
reconnue par la machinerie de réplication virale et la synthèse d’un brin complémentaire 
sera effectuée pour générer un second double-brin. 
 
 
1.1.4.4 L’expression des gènes tardifs 
 
L’expression des gènes tardifs débute au moment où le chromosome viral est 
répliqué (213). L’expression des gènes tardifs dépend de la transactivation du promoteur 
MLP par la protéine virale IVa2.  La réplication du génome viral permet l’activation du 
promoteur MLP en titrant le facteur cellulaire IVa2-RF qui, en l’absence de nouveaux 
génomes résultants de la réplication, est présent en quantité suffisante pour bloquer 
efficacement le promoteur du gène IVa2 (100). 
 
Tous les gènes tardifs sont exprimés à partir du promoteur MLP sous la forme 
d’un ARN messager précurseur de 29 000 nucléotides. Cinq sites de polyadénylation et 
de multiples sites d’épissage permettront par la suite de générer 20 ARN messagers 
différents à partir de cet unique transcrit.  Les transcrits tardifs, utilisant le même site de 
polyadénylation sont regroupés dans la même famille (L1 à L5) et à l’intérieur d’une 
même famille, les transcrits diffèrent entres-eux selon un épissage différent.  Il est à 
noter que tous les ARN messagers tardifs possèdent une extrémité 5’ commune non 
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traduite portant le nom de « leader tri-partite » qui permet aux ARN messagers viraux de 
mieux compétitionner avec les ARN messagers cellulaires lors de la traduction (232). 
 
Lors de la phase tardive, l’adénovirus produit aussi l’ARN VA qui est chargé 
d’inhiber l’activation de la PKR dans les cellules infectées.  Normalement, lors d’une 
infection virale, la présence d’ARN double-brin peut activer cette kinase qui, en retour, 
peut inactiver le facteur eIF-2α en le phosphorylant.  Ce facteur étant essentiel à 
l’initiation de la traduction, l’activation de la PKR stoppe toute synthèse de protéine 
chez la cellule infectée.  Par contre, l’ARN VA de l’adénovirus prévient l’activation de 
la PRK et donc l’inhibition de la traduction. En antagonisant la PRK, l’ARN VA est 
aussi en mesure de prévenir la production d’interféron (110). 
 
 
1.1.4.5 L’assemblage des particules virales 
 
 L’assemblage des particules virales se déroule dans le noyau des cellules 
infectées une fois que la réplication du génome virale est terminée et qu’une grande 
quantité de protéines structurales s’y est accumulée.  La production de nouvelles 
particules infectieuses est coordonnée par une série de processus de maturation des 
protéines précurseures.  Dans les stages finaux de l’assemblage, l’ADN est encapsidé et 
la PS adénovirale permet la maturation des précurseurs ce qui rend possible la synthèse 
d’une nouvelle particule infectieuse. 
 
Durant l’assemblage, le génome viral est incorporé de manière sélective dans les 
capsides naissantes.  Cette sélectivité  est attribuable à la présence d’un signal 
d’encapsidation dans l’ITR de gauche de l’ADN viral.  Cette région contient sept 
répétitions de la séquence consensus bipartite 5’-TTTGN8CG-3’ qui permettent 
l’encapsidation (162).  Le processus d’encapsidation implique une reconnaissance du 
signal d’encapsidation par le complexe IVa2/L1 52-55kDa (163) et L4 22kDa (161).  La 
portion CG du signal d’encapsidation est reconnue par  IVa2 alors que la portion TTTG 
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est reconnue par L4-22kDa.  La liaison de L4-22kDa à la séquence d’encapsidation 
permet un recrutement plus efficace du complexe IVa2/L1 52-55kDa (49).  Une 
mutation dans l’une ou l’autre des protéines virales impliquées dans la reconnaissance 
du signal d’encapsidation aboutit à la formation de particule virale ne contenant pas de 
matériel génétique. 
 
 À la toute fin du cycle viral, une fois le génome encapsidé, la protéine E3-11.6 
kDa facilitera la lyse de la cellule et donc le relargage des particules virales.  La PS, qui 
est exprimée dans la phase tardive du cycle de réplication, jouera aussi un rôle en clivant 
la cytokératine K18, ce qui déstabilisera le cytosquelette et facilitera la lyse de la cellule. 
 
 
1.2 Les vecteurs viraux 
 
Les virus sont des parasites intracellulaires ayant évolué pour pénétrer à l’intérieur 
des cellules et détourner la machinerie cellulaire dans le but d’assurer leur réplication. 
Ce faisant, le virus est en mesure d’exprimer son matériel génétique pour permettre la 
synthèse des différentes protéines structurales et non structurales et de son génome qui 
s’assembleront pour permettre la synthèse d’une nouvelle progéniture virale qui pourra à 
son tour aller infecter de nouvelles cellules.  Dès 1972 (60), il a été envisagé qu’il était 
possible de modifier certains virus de manière à les utiliser comme des vecteurs de 
thérapie génique. 
 
La thérapie génique repose sur l’introduction de matériel génétique à l’intérieur 
d’une cellule pour corriger à la source un dysfonctionnement cellulaire.   Ceci peut être 
réalisé en remplaçant où en inactivant un gène défectueux pour redonner à la cellule un 
fonctionnement normal (41) ou encore en introduisant un gène qui éliminera une cellule 
non désirable, une cellule cancéreuse par exemple (16).  Le récent séquençage du 
génome humain (219) a donné à la thérapie génique un essor considérable en mettant à 
la disposition des chercheurs des milliers de gènes qui pourront désormais être utilisés 




Il existe 2 méthodes pour assurer la livraison d’un gène thérapeutique chez un 
patient.  Premièrement, le transfert peut se faire in vivo, c’est-à-dire que le vecteur de 
thérapie génique est injecté directement chez l’individu que l’on désire traiter.  Cette 
injection peut être systémique (228) ou cibler spécifiquement la région à traiter (104).  
Lorsque possible, il est préférable d’éviter les injections systémiques à cause des risques 
de dissémination du vecteur et de la réponse immunitaire (21).  Lorsque l’on désire 
cibler spécifiquement un type cellulaire, il est possible d’avoir recours à un transfert ex 
vivo. Cette technique consiste à aller prélever chez un patient les cellules que l’on désire 
traiter, les maintenir en culture pour les transduire avec un vecteur pour ensuite les 
réintroduire chez l’individu à traiter.  Le traitement ex vivo, quoique plus complexe que 
le traitement in vivo, permet un meilleur ciblage et une plus grande caractérisation des 
cellules qui ont été transduites avec le vecteur (23). 
 
Le vecteur viral idéal sera toujours en mesure d’infecter des cellules cibles, mais il 
minimisera, autant que faire ce peu, l’expression subséquente des gènes viraux associés 
à la réplication virale, minimisant ainsi sa toxicité et son immunogénicité.  De manière 
générale, le génome des virus contient des éléments régulateurs actifs en cis et des 
séquences codantes.  Les séquences codantes sont nécessaires pour l’expression de 
l’ensemble des protéines structurales et non structurales qui permettront la réplication du 
virus.  Les éléments actifs en cis, bien que tout aussi essentiels à la réplication du virus, 
sont des séquences non codantes intervenant notamment dans la réplication et 
l’encapsidation du génome viral.  Lors de la construction d’un vecteur viral, on gardera 
les éléments actifs en cis et l’on retirera un maximum de gènes associés à la virulence.  
Ainsi, on aura un virus qui sera toujours capable de transduire les cellules cibles, mais 
qui ne pourra compléter son cycle réplicatif, minimisant ainsi son potentiel immunogène 
et cytotoxique.  De plus, les gènes viraux ainsi retirés permettent d’accommoder 
l’insertion de transgène thérapeutique de plus grande dimension.  Pour produire le 
vecteur viral ainsi créé, il faudra utiliser une lignée cellulaire exprimant en trans les 
composantes virales qui sont essentielles au cycle de réplication et qui ont été retirées du 
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virus.  Le développement de ces lignées de production est crucial pour permettre une 
production efficace à grande échelle du vecteur. 
 
Les qualités recherchées chez un vecteur de thérapie génique peuvent différer en 
fonction de son utilisation, par contre certaines caractéristiques seront toujours 
désirables et ce peu importe l’usage.  Parmi ces caractéristiques, il y a la facilité avec 
laquelle le vecteur pourra être produit.  Un bon vecteur de thérapie génique devra 
pouvoir être produit efficacement à grande échelle à un coût abordable.  De plus, l’usage 
commercial du vecteur nécessitera aussi la mise au point de méthodes de concentration 
qui permettront une administration dans de petits volumes.  Pour terminer, le vecteur 
devra pouvoir se conserver efficacement lors de son transport et de sa distribution.  La 
spécificité du tropisme d’un vecteur est une autre caractéristique importante à considérer 
dans le choix du vecteur.  Pouvoir livrer un gène thérapeutique de manière spécifique 
sera un atout essentiel si l’on désire cibler une population cellulaire disséminée au 
travers d’un organisme (comme c’est le cas pour les cellules du système 
hématopoïétique), ou encore si la cellule ciblée fait partie d’une population hétérogène 
(comme c’est le cas dans le cerveau).  Dans la majorité des applications, il sera crucial 
d’éviter la transduction de certaines cellules bien précises. Par exemple, on cherchera à 
limiter au maximum la transduction des cellules dendritiques présentatrices d’antigènes 
pour minimiser la réponse immunitaire dirigée contre le vecteur.  Dans le cas des 
vecteurs porteurs de « gènes suicides », utilisés pour détruire des cellules cancéreuses, il 
sera important de limiter la dissémination dans les cellules saines.  Un bon vecteur sera 
aussi capable d’accommoder des gènes thérapeutiques de différentes tailles sans 
compromettre l’encapsidation du génome lors de la production des particules virales.  La 
taille des gènes thérapeutiques peut être aussi petite que 350 pb dans le cas de l’insuline 
et grimper jusqu’à 12 000 pb dans le cas de la dystrophine.  En plus du gène, il faut aussi 
prévoir différents éléments qui permettront la régulation de son expression.  Finalement, 
le vecteur viral devra aussi être en mesure de transduire tant des cellules mitotiques que 
post-mitotiques.  En ce qui a trait à l’expression du transgène, elle sera tributaire de 
l’usage que l’on fait du vecteur.  Dans les cas où l’on désire soigner une maladie 
chronique, on optera pour un vecteur capable d’exprimer le transgène thérapeutique pour 
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une période de temps prolongée.  Mais pour les utilisations qui ne demandent qu’une 
expression transitoire, comme c’est le cas pour la vaccination prophylactique ou 
thérapeutique (c.-à-d. l’élimination de cellules cancéreuses), on préférera plutôt un 
vecteur qui sera en mesure de fournir une expression soutenue durant une période de 
temps relativement courte.  Il en va de même pour l’immunogénicité du vecteur, celle-ci 
influençant directement son efficacité à pouvoir maintenir une expression prolongée du 




1.2.1 Les vecteurs rétroviraux et lentiviraux 
 
La biologie très différente de ces deux vecteurs leur confère des usages distincts.  
Les vecteurs rétroviraux et lentiviraux sont en mesure de s’intégrer de manière stable 
dans le génome des cellules transduites ce qui permet une expression à long terme du 
transgène thérapeutique.  Cette propriété, combinée au fait que ces vecteurs ne sont pas 
immunogènes, fait en sorte qu’ils sont donc très appropriés pour le traitement de 
maladies chroniques. Par contre, ce vecteur étant délétés de ses 3 gènes essentiels gag 
(protéines structurales), pol (transcriptase inverse et intégrase) et env (protéines de 
l’enveloppe), la production à grande échelle sera complexifiée par la nécessité d’utiliser 
des lignées d’encapsidation capables de trans-complémenter efficacement l’expression 
conjointe de ces 3 protéines pour permettre une production efficace du vecteur (177).  
Dans la majorité des cas, la protéine env est remplacée par la protéine G du virus de la 
stomatite vésuculaire, ce qui permet d’étendre le tropisme du vecteur au-delà des 
cellules T CD4+.  Il faut aussi prendre en considération que le rétrovirus ne peut pas 
transduire des cellules quiescentes, un problème qui est résolu par l’utilisation d’un 
vecteur lentiviral (199).  Mais d’un point de vue clinique, le plus grand problème associé 
à l’usage des vecteurs rétroviraux et lentiviraux réside dans leur potentiel oncogène.  En 
s’insérant dans le génome de la cellule, le vecteur peut activer un oncogène ou inactiver 
un gène suppresseur de tumeur (13).  Ce fut le cas dans un essai clinique dirigé par le 
docteur Alain Fischer visant à traiter une immunodéficience sévère due à une mutation 
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dans le gène encodant pour le CD132+.  Cette déficience a été traitée avec succès en 
transduisant ex vivo des cellules CD34+ de la moelle osseuse transduite par un vecteur 
rétroviral (78).  Mais dans les 3 années qui ont suivi la thérapie, des cas de leucémies ont 
été diagnostiqués chez plusieurs patients.  Dans les 2 cas, il a été mis en évidence que le 
vecteur rétroviral, utilisé pour effectuer le transfert de gène, s’était intégré à proximité 
du promoteur de l’oncogène LMO2 entraînant ainsi une expression aberrante de ce gène 
et une division anarchique des cellules CD34+ (79).  Par contre, des travaux récents ont 
démontré qu’il était possible d’éliminer ce problème en utilisant un vecteur lentiviral 
pouvait s’auto-innactiver (SIN) et en isolant le promoteur du transgène avec des 
séquences isolantes (237). 
 
Si les résultats obtenus par l’équipe du docteur Alain Fisher ont laissé présager de 
nombreuses complications tant qu’à l’utilisation des vecteurs lentiviraux, des résultats 
très encourageants ont été obtenus dans le traitement de la maladie de Parkinson.  Il a été 
en effet démontré que un modèle animal (singe) de la maladie de Parkinson, il était 
possible d’augmenter la synthèse de dopamine en transduisant le striatum avec un 




1.2.2 Les vecteurs « adeno-associated virus » 
 
L’Adeno-Associated Virus (AAV) est un autre vecteur de thérapie génique avec 
un potentiel certain.  L’AAV est un petit virus à ADN simple-brin exprimant seulement 
2 gènes, soit le gène rep (essentiel à l’intégration du génome viral dans la cellule 
infectée) et cap (qui code pour les protéines de la capside).  Ces 2 gènes sont bordés par 
des séquences ITR, des éléments actifs en cis qui contiennent notamment le signal 
d’encapsidation du génome et une séquence qui permet une intégration site spécifique 
dans le chromosome 19.  L’AAV se distingue aussi par son incapacité à pouvoir 
compléter son cycle de réplication de manière autonome.  Pour ce faire, une cellule 
infectée par un AAV doit être co-infectée par un virus auxiliaire tel que l’adénovirus ou 
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le virus de l’herpès simplex.  Seulement dans ces conditions, le génome intégré dans une 
cellule peut être réactivé pour mener à la production d’une nouvelle progéniture virale.  
Dans les vecteurs AAV utilisés en thérapie génique, les gènes rep & cap sont retirés 
pour permettre l’insertion d’un transgène thérapeutique.  Ce faisant, le virus perd sa 
capacité de pouvoir intégrer spécifiquement son matériel génétique dans le génome de la 
cellule transduite, mais il a été montré que les ITR, toujours présents dans le vecteur, 
peuvent former des structures concatémériques qui permettent de maintenir la présence 
du transgène dans les cellules transduites sur de longues périodes (189).  Ce vecteur est 
aussi peu immunogène et il est facile de modifier son tropisme par pseudotypage (239).  
Si L’AAV n’est pas plus utilisé en thérapie génique, c’est à cause des problèmes 
inhérents à sa production.  Normalement la délétition du gène rep imposerait l’utilisation 
d’une lignée d’encapsidation capable de trans-complémenter le vecteur viral.  Or, il 
appert que l’expression de rep est toxique pour les cellules ce qui rend impossible la 
création de lignée productrice efficace.  Ensuite, il faut aussi prendre en compte que 
l’AAV est un dépendovirus et qu’il faut, par conséquent, aussi effectuer une trans-
complémentation des protéines virales auxiliaires.  Encore une fois, il a été impossible 
de créer des lignées d’encapsidation capables de se suppléer au virus auxiliaire en raison 
de la cytotoxicité des protéines associées à ces mêmes fonctions auxiliaires.  L’AAV est 
donc produit en transfectant les gènes rep/cap, le génome (transgène bordé par les ITR) 
et les fonctions adénovirales auxiliaires.  Cette tri-transfection ne permet pas une 
production efficace du vecteur à grande échelle ce qui limite grandement l’utilisation 
clinique des vecteurs AAV.  Il est possible d’augmenter la production du vecteur en 
substituant la transfection des fonctions adénovirales auxiliaires par une véritable 
infection adénovirale, mais cette stratégie implique que les stocks de vecteurs AAV 
seront contaminés par l’adénovirus ce qui limite grandement l’utilisation que l’on peut 
faire du vecteur ainsi produit puisque les organismes de réglementation limitent 
l’utilisation de ces stocks en raison de l’immunogénicité de l’adénovirus. 
 
L’utilisation la plus prometteuse associée aux vecteurs AAV concerne le 
traitement de la maladie de Leber.  Cette maladie infantile entraîne une dégénéressance 
de la rétine ce qui se solde par une cécité complète.  Or il a été démontré qu’un vecteur 
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AAV pouvait transduire de manière sécuritaire les cellules de la rétine avec le gène 
RPE65, qui fait défaut chez les patients à traiter (136). 
 
 
1.2.3 Les vecteurs adénoviraux 
 
Les vecteurs adénoviraux sont devenus des outils de choix pour le transfert de 
gènes dans les cellules de mammifères.  Ils sont capables de transduire des cellules 
mitotiques et post-mitotiques et ils ne peuvent pas intégrer leur matériel génétique dans 
les chromosomes de la cellule infectée ce qui assure une expression sans risque 
d’activation d’oncogènes.  Ils possèdent aussi un tropisme très large leur conférant une 
efficacité de transduction de 100% dans de nombreuses lignées cellulaires.  De plus, ils 
sont faciles à amplifier (jusqu’à 1010 particules infectieuses par ml) et ils peuvent 
accommoder des transgènes de taille importante.  La compréhension du cycle réplicatif 
de l’adénovirus et de la structure de leur génome ont permis la création de vecteurs 
dérivés principalement des adénovirus des sérotypes 2 et 5, ces derniers n’étant pas 
associés à des pathologies majeures chez l’humain.  Par contre, le vecteur adénoviral est 
le plus immunogène de tous les vecteurs viraux utilisés en thérapie génique, un élément 
qui pourra s’avérer un avantage dans certaines circonstances et un inconvénient dans 
d’autres (voir la section 1.4).  
 
C’est par accident qu’on a découvert à la fin des années 50 que l’adénovirus 
pouvait être utilisé comme un vecteur capable d’exprimer des protéines hétérologues.  À 
l’époque, l’adénovirus était amplifié avec des cellules rénales de singe.  Rapidement, on 
a découvert que les stocks d’adénovirus ainsi produits étaient contaminés par le virus 
SV40.  En poussant plus loin leur recherche, il a été mis en évidence que l’amplification 
de l’adénovirus sur des cellules de singe provoquait une sélection d’un hybride 
adénovirus/SV40 responsable de la présence d’antigènes SV40 dans les préparations 
adénovirales.  La sélection de ce virus hybride a été fortement favorisée par le fait que 
l’antigène grand-T du SV40 permet de lever le blocage de la traduction des ARNm 
adénoviraux tardifs dans les cellules de singe.  Deux types d’adénovirus hybrides ont pu 
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être identifiés : 1-les hybrides réplicatifs ayant intégré une portion de petite taille du 
génome du SV40 sans affecter le génome de l’adénovirus et 2-les hybrides non 
réplicatifs pour lesquels il y a eu recombinaison entre l’adénovirus et le SV40 permettant 
ainsi la substitution de gène adénoviraux par de grandes portions du génome de SV40.  
Dans le cas des hybrides non réplicatifs, leur propagation était assurée par la présence 
d’un virus de type sauvage jouant le rôle de virus auxiliaire.  L’analyse des hybrides 
adénovirus/SV40 s’est révélée cruciale pour le développement des vecteurs adénoviraux, 
car elle a permis de démontrer que : 1-il était possible d’introduire de petits segments 
d’ADN dans le génome adénoviral sans pour autant affecter la réplication ou 
l’encapsidation du génome, 2-il était possible de substituer un gène par un fragment 
d’ADN hétérologue si la propagation du virus est faite dans des conditions ou l’on peut 
trans-complémenter le gène adénoviral qui a été perdu. 
 
Le vecteur adénoviral le plus simple dans sa structure n’aura subi aucune 
délétion.  Un pareil vecteur sera pleinement réplicatif et, sachant qu’un adénovirus peut 
accommoder un génome faisant 105% de sa taille, il permettra l’insertion d’un transgène 
de 2 Kb (14).  L’insertion de transgènes de plus grande taille demandera la délétion de la 
région E3, ce qui fera passer la capacité du vecteur à 4.7 Kb.  La région E3, qui est non 
essentielle à la réplication, contient des gènes servant à inhiber la réponse immunitaire 
de l’hôte lors d’une infection. Le principal avantage d’un vecteur réplicatif vient de sa 
capacité à répliquer son ADN :  lors d’une infection, le vecteur pourra donc générer 
jusqu’à 100 000 copies (194) de son génome à l’intérieur de la cellule infectée, ce qui 
permettra de décupler l’expression du transgène.  L’utilisation de ce type de vecteur 
reste toutefois très limitée à cause de la taille restreinte des transgènes pouvant être 
utilisés et de la forte réponse immunitaire dirigée contre le virus. Cette réponse 
immunitaire, en plus d’incommoder le sujet traité, fait en sorte que le vecteur et les 
cellules transduites sont rapidement éliminés de l’organisme.  L’expression du transgène 
porté par le vecteur est donc essentiellement transitoire.  De plus, ces vecteurs réplicatifs 
sont inutilisables pour la production de protéines ou pour des études fonctionnelles.  La 
production de protéines effectuée avec un vecteur de type réplicatif entraînerait une 
contamination des stocks de protéines par l’adénovirus, compliquant ainsi les étapes 
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subséquentes de purification.  Dans les études fonctionnelles, la réplication du vecteur 
est associée à un fort niveau de cytotoxicité et, dans la plupart des cas, la réplication du 
vecteur va tuer les cellules avant que l’on puisse observer le phénotype recherché. 
 
Pour être en mesure d’insérer des transgènes de plus grandes tailles et pour éviter 
les problèmes de toxicité, d’imunogénicité et de réplication du vecteur, on doit passer 
par la délétion de gènes qui rendront le vecteur adénoviral non réplicatif. 
 
Les adénovirus à réplication conditionnelle (AdRC) ont pris de plus en plus de 
place dans le domaine de la thérapie génique depuis quelques années en raison de leurs 
propriétés oncolytiques.  Un virus oncolytique possède la capacité de se répliquer 
spécifiquement dans les cellules cancéreuses tout en minimisant les effets cytopathiques 
sur les cellules normales.  En se répliquant conditionnellement dans une cellule 
cancéreuse, le virus est donc amplifié et les virions relargués lors de la lyse cellulaire 
pourront infecter les autres cellules tumorales se trouvant dans le voisinage de la tumeur.  
Les cycles d’infection, de réplication et de lyse pourront donc propager le virus à 
l’intérieur de la tumeur tout en évitant d’infecter les cellules normales.  De plus, la 
réplication virale à l’intérieur de la tumeur permettra de mobiliser le système 
immunitaire en induisant la production de cytokine en en facilitant la présentation des 
antigènes tumoraux (169).  Les virus oncolytiques utilisés dans les essais cliniques 
s’articulent autour de  2 grands axes: 1-les virus qui se répliquent naturellement dans les 
cellules cancéreuses, tels que le réovirus (58), le Newcastle Disease Virus (6) et 2-les 
virus qui ont gagné leur capacité de réplication sélective par diverses manipulations 
génétiques tels que le virus de l’herpès simplex et l’adénovirus (166).  La construction 
d’un AdRC peut se faire de 2 manières différentes.  Premièrement, il est possible de 
construire un AdRC en remplaçant le promoteur d’un gène essentiel à la réplication par 
un promoteur tumeur/tissu spécifique.  Par exemple, il a été montré qu’un adénovirus 
dont l’expression de la région E1 était sous le contrôle du promoteur de la midkine ou de 
la cyclooxygénase-2, des promoteurs très actifs dans les cellules tumorales du système 
gastrique, peut être utilisé comme un agent oncolytique (159).  Deuxièmement, il est 
possible d’amputer le génome de l’adénovirus d’un gène qui sera essentiel à la 
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réplication virale.  Le virus ainsi construit ne pourra donc pas se répliquer dans une 
cellule normale, mais la réplication sera possible dans une cellule cancéreuse capable de 
complémenter la délétion introduite dans le génome viral.  L’adénovirus dl1520 fait 
partie de cette catégorie. 
 
 L’un des AdRC les plus utilisés comme agent oncolytique est le dl1520, aussi 
connu sous le nom d’ONYX-015 (15).  Le virus dl1520 a été construit en délétant 827pb 
dans la région E1B du génome viral suivit de l’introduction d’un codon « stop » qui 
prévient l’expression d’une forme tronquée de la protéine E1B-55k, responsable de la 
neutralisation de p53, une étape essentielle à la réplication virale.  Le virus dl1520 
pourra donc se répliquer uniquement dans les cellules incapables d’exprimer 
correctement le gène p53, ce qui est le cas dans un grand nombre de cancers.  Par contre, 
contrairement à ce qui était initialement supposé, si la réplication du dl1520 est 
impossible dans une cellule normale, ce n’est pas à cause de l’incapacité du virus à 
provoquer l’entrée de la cellule en phase S en inhibant l’apoptose induite par p53, mais 
plutôt par son incapacité à inhiber la traduction des ARNm cellulaires en modulant leur 
exportation du noyau (156).  Quoiqu’utilisé beaucoup moins fréquemment que le 
dl1520, le Δ24 est un autre AdRC avec des capacités oncolytiques.  Le Δ24  possède une 
délétion de 24pb dans la région E1A empêchant ainsi la liaison et la dégradation de la 
protéine du rétinoblastome favorisant ainsi la réplication virale à l’intérieur des cellules 
cancéreuses (31). 
 
 C’est le groupe Onyx Pharmaceutical de Frank McCormick qui a été le premier à 
proposer l’utilisation du virus dl1520 pour détruire les tumeurs possédant une mutation 
au niveau du gène p53 (15).  Les essais cliniques de phase I avec le virus dl1520 ont 
débuté au Royaume-Uni en 1996 sur des patients avec une tumeur « tête et cou » (63) 
pour être rapidement suivi d’essais de phase II aux États-Unis (152), dans ces 2 cas les 
résultats ont été mitigés.  Depuis, près d’une vingtaine d’essais cliniques se sont 
succédés et en l’absence de traitement connexe de chimiothérapie les résultats se sont 
révélés décevants.  Au milieu des années 2000, les droits d’utilisation de l’ONYX-015 
24 
 
ont été vendus à « Sunway », une compagnie chinoise qui a entrepris une étude clinique 
de phase III en conjugaison avec un traitement de chimiothérapie.  Sur les 123 patients 
traités, 72,7% ont réagi positivement au traitement (contre 40,4% pour le groupe de 
chimiothérapie seulement) (231).  En 2005, les autorités réglementaires chinoises ont 
approuvé l’utilisation de l’ONYX-015, rebaptisé H101, en conjonction avec la 
chimiothérapie pour traiter les cancers nasopharyngiens (67). 
 
Bien qu’il ait été démontré que le virus dl1520 pouvait être utilisé de manière 
sécuritaire,  cet agent thérapeutique s’est montré incapable d’altérer significativement la 
progression des tumeurs.  Pour augmenter le potentiel thérapeutique des AdCR, il est 
possible de les modifier pour qu’ils puissent exprimer un transgène qui augmentera leur 
potentiel anti-tumoral.  Les transgènes utilisés dans cette optique peuvent être classés 
dans l’une des catégories suivantes : 1-ceux qui facilitent la mort de la cellule infectée, 
2-ceux qui modulent l’environnement immédiat de la tumeur, et 3-ceux qui stimulent la 
réponse du système immunitaire contre la tumeur. 
 
L’insertion d’un transgène capable de provoquer la mort cellulaire, 
indépendamment de l’infection virale, est l’une des avenues les plus utilisées pour 
augmenter le potentiel oncolytique des AdRC.  Les transgènes utilisés peuvent interférer 
avec le cycle cellulaire.  Par exemple, le potentiel oncolytique d’un adénovirus portant 
une délétion partielle dans la région E1, lui conférant ainsi une réplication tumeur-
spécifique, a été augmenté par l’insertion d’une séquence permettant l’expression d’un 
ARN antisens dirigé contre chk1 prévenant ainsi la mitose des cellules (66).  Dans un 
modèle murin de carcinome hépatocellulaire, ce traitement a connu un taux de succès de 
80%.  Il est aussi possible de tuer les cellules en stimulant l’apoptose. Un AdCR 
exprimant le SOCS3 peut prévenir la phosphorylation de STAT3 dans les cellules 
tumorales ce qui déclenche la mort cellulaire (35).  Mais la voie la plus prometteuse 
consiste à provoquer la mort de la cellule en exprimant un « gène suicide » qui fera la 
conversion d’une pro-drogue en agent cytotoxique. (129).  Cette dernière approche offre 
l’avantage de pouvoir éliminer les cellules cancéreuses qui n’auront pas été infectées 
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grâce à un « effet collatéral » de l’agent cytotoxique qui pourra diffuser d’une cellule 
infectée vers les cellules avoisinantes qui auraient pu échapper à l’infection.   
 
Il sera aussi possible d’utiliser un AdCR capable d’interférer avec l’environnement 
immédiat de la tumeur.  Par exemple, il est possible de bloquer le processus 
d’angiogenèse par l’expression d’un ARN avec une structure d’épingle à cheveux 
capable de réprimer l’expression de l’interleukine-8 (230). On pourra aussi potentialiser 
l’action d’un adénovirus oncolytique par l’expression de la relaxine, une protéine qui va 
entraîner un relâchement dans la structure de la matrice extracellulaire et qui facilitera 
l’infection virale (107). 
 
Finalement, la 3e classe de transgène pouvant être introduit dans un AdRC 
permettra de recruter le système immunitaire au site d’infection.  La réaction 
immunitaire ainsi générée pourra non seulement détruire la tumeur primaire, mais aussi 
cibler les métastases qui auraient été générées à partir de ce site.  Les transgènes utilisés 
à cette fin recruteront le système immunitaire directement en exprimant des cytokines 
(29) ou indirectement en exprimant des facteurs qui favoriseront la présentation 
d’antigènes tumoraux par le CMH de classe I (183). 
 
 
1.3 Les vecteurs adénoviraux de première, deuxième et troisième génération 
 
 La majorité des vecteurs adénoviraux utilisés pour le transfert de gènes sont dits 
de première génération, c'est-à-dire qu’ils sont délétés dans la région E1.  L’expression 
de cette région étant essentielle pour transactiver les promoteurs des gènes viraux 
précoces, sa délétion rend donc impossible le déclenchement de la cascade qui permet la 
réplication du virus (80).  L’amplification des vecteurs de première génération doit donc 
se fait dans des lignées cellulaires exprimant en trans les protéines de la région E1, 
comme les cellules 293 (73).  Les vecteurs de première génération ont aussi une délétion 
de leur région E3.  Cette dernière étant entièrement dévolue a modulé la réponse 
immunitaire de l’hôte, elle est non essentielle pour la propagation du virus en culture 
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cellulaire.  L’addition de ces deux délétions permet au vecteur d’accommoder des 
transgènes pouvant aller jusqu’à 8 Kb (figure 3). 
 
Lignée cellulaire complémentaire (avec E1)
(293)
Lignée cellulaire non complémentaire (sans E1)
(Hela, A549)
 Figure 3 : Représentation d’un vecteur adénoviral de première génération portant 
une délétion E1 et E3 permettant l’insertion d’un transgène.  Pour se répliquer, le 
virus doit infecter une cellule exprimant les protéines de la région E1.  Dans le cas 
où l’infection est réalisée dans une lignée cellulaire ne pouvant complémenter la 
réplication ne peut avoir lieu et aucune particule virale n’est produite. 
 
Le système immunitaire se pose comme un obstacle majeur pour l’utilisation de 
l’adénovirus comme vecteur de thérapie génique puisque celui-ci a évolué pour 
reconnaître efficacement et rapidement, de manière innée et acquise, l’adénovirus 
comme étant un pathogène (124).  La réponse immunitaire innée  est déclenchée dans les 
premières minutes/heures de l’infection par une reconnaissance de l’ADN et de la 
capside virale via différents senseurs, tout particulièrement le récepteur « toll like 9 » 
(238), « toll like 2 » (7) et les inflammosomes (149).  Ensuite, le début du cycle de 
réplication permet la synthèse de protéines adénovirales qui seront présentées sur les 
complexes majeurs d'histocompatibilité (CMH) de classe I et II.   La présentation des 
antigènes permet à la réponse acquise de s’enclencher en assurant un recrutement de 
cellules T CD4+ et CD8+ dirigées contre l’adénovirus (89).  Les lymphocytes T 
cytotoxiques vont reconnaître principalement les épitopes conservés des exons de la 
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capside pour tuer les cellules infectées, avant qu’il puisse y avoir assemblage de 
nouvelles particules virales, via le relargage de perforine, Fas-L et TNF-α (123).  
Finalement, il y aura production d’anticorps neutralisants qui seront spécifiques au 
sérotype de l’adénovirus responsable de l’infection.  La présence de ces anticorps 
neutralisants sera utile pour prévenir une autre infection causée par ce sérotype. 
 
Avec les vecteurs de première génération,  il y aura une réponse innée associée à 
la reconnaissance des éléments de la capside et du génome, mais contrairement à ce qui 
était attendu, la délétion de la région E1 ne sera pas suffisante pour prévenir la réponse 
acquise puisque certaines cellules seront capables d’exprimer des protéines analogues à 
celles de la région E1 qui pourront transactiver la région E2 ce qui se traduira par un 
faible niveau de réplication du vecteur (17).  Ce phénomène est tout particulièrement 
présent dans les cellules présentatrices d’antigènes.  Dans ces cellules, cette « pseudo 
activité » E1 permet la synthèse des protéines virales associée à la réplication de 
l’adénovirus de telle sorte que des antigènes adénoviraux sont présentés à la surface de 
la cellule par le CMH (187).  L’activation de cellules T CD4+ et CD8+ permet par la 
suite une élimination des cellules qui ont été transduites par le vecteur et la production 
d’anticorps neutralisants qui vont rendre inefficace la réinjection du vecteur.  De 
manière générale, la réponse immunitaire fait en sorte que l’expression d’un transgène 
porté par un vecteur de première génération est perdue dans les 2 à 3 semaines suivant 
son administration.  En conclusion, l’immunogénicité des vecteurs de première 
génération rend impossible l’utilisation de ce vecteur pour le traitement de conditions 
chroniques.  La diminution de la réponse immunitaire engendrée par les vecteurs 
adénoviraux de première génération a été un axe important de recherche en thérapie 
génique.  C’est l’utilisation d’un vecteur de première génération portant une mutation 
rendant le gène E2A (DBP) thermosensible qui a offert une avenue permettant de 
progresser dans cette direction.  À 37 oC dans les études in vivo, on a remarqué que 
l’inactivation de cette protéine permettait une expression tout aussi efficace du 
transgène, mais une diminution de la réponse inflammatoire  mesurée par l’infiltration 
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des cellules T CD8+ (47).  Ce résultat a ainsi fourni une preuve de concept démontrant 
que la délétion de gènes précoces pouvait réduire l’immunogénécité du vecteur. 
 
La stratégie adoptée pour réduire la réponse immunitaire des vecteurs 
adénoviraux a donc consisté à augmenter le nombre de délétions de gènes précoces 
basées sur la prémisse que leur retrait allait minimiser l’expression de protéines virales.  
On a ainsi été créé les vecteurs de deuxième génération.  Ces vecteurs, en plus de porter 
les délétions des régions E1 et E3 portent une autre délétion soit dans la région E2 (DBP, 
ADN polymérase, pT) ou E4 et il a été démontré que ces vecteurs réduisaient 
considérablement l’expression de protéines virales pouvant être reconnues par le 
système immunitaire (4, 39, 72).  De plus, la délétion de gènes supplémentaires permet 
d’accommoder un transgène de plus grande taille.  Par contre, cette stratégie n’est pas 
sans inconvénient : chaque gène viral ainsi délété doit être incorporé dans la lignée 
cellulaire productrice pour assurer la trans-complémentation du vecteur.  Or, les gènes 
associés à la région E2 et E4 sont relativement toxiques ce qui rend obligatoire 
l’utilisation de promoteur inductible pour contrôler leur expression.  Il en découle une 
expression des protéines virales qui n’est pas aussi bien coordonnée que lors d’une 
infection « naturelle », rendant ainsi la production des vecteurs de deuxième génération 
beaucoup plus laborieuse que la production des vecteurs de première génération.  Un 
adénovirus de seconde génération (délétions E1, E3 et E4) exprimant le facteur α de 
nécrose des tumeurs (TNFerade) a été l’objet d’une étude clinique de phase III pour 
traiter des tumeurs pancréatiques, mais malgré des résultats prometteurs en phase I et II, 
aucun effet bénéfique important n’a été mesuré lors des essais de phase III (135). Un 
autre vecteur de deuxième génération a aussi déjà été utilisé pour corriger une 
expression déficiente de l’ornithine transcarbamylase, une maladie qui empêche de 
métaboliser l’ammoniac.  Malheureusement, l’injection du vecteur a provoqué une 
réaction inflammatoire très sévère qui s’est soldée par la mort du patient (226). Somme 
toute, les vecteurs adénoviraux de deuxième génération ne permettent pas de médier une 
expression à long terme de leur transgène de telle sorte à pouvoir traiter une condition 
chronique.  Bien que légèrement moins immunogène que les vecteurs de première 
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génération (30, 134), le seul moyen de minimiser au maximum l’immunogénicité du 
vecteur requiert la délétion de l’ensemble des gènes viraux. 
 
Les seuls éléments adénoviraux conservés dans un vecteur de troisième 
génération sont les séquences actives en cis, soit les deux ITR, retrouvés aux extrémités 
du génome. Celles-ci permettent la réplication et l’encapsidation du génome viral, qui se 
limite désormais uniquement au transgène que l’on désire exprimer.  La délétion de 
l’ensemble des gènes viraux permet l’expression de transgène pouvant faire jusqu’à 37 
kb et exception faite de la réponse immunitaire pouvant être dirigée contre le transgène, 
désormais la seule réponse immunitaire possible est celle de type inné puisque le vecteur 
n’exprime plus de protéines virales (142).  Notez aussi que l’expression de promoteur 
tissu spécifique est beaucoup plus stringente dans un vecteur de troisième génération que 
dans un vecteur de première génération, un phénomène explicable par le fait que les 
protéines virales exprimées par le vecteur de première génération peuvent interférer avec 
la régulation de ce genre de promoteur (195).  Par contre, les vecteurs de troisième 
génération nécessitent un système de production capable de produire en trans l’ensemble 
des protéines virales nécessaires à la réplication du virus.  La construction d’une lignée 
de production capable d’exprimer l’ensemble de ses gènes est une tâche pratiquement 
impossible vu le nombre de protéines potentiellement toxiques qu’il faudrait exprimer de 
manière régulée et coordonnée.  Pour cette raison, la production de ce vecteur passe par 
l’utilisation d’un virus auxiliaire de première génération.  Le génome du vecteur de 
troisième génération est donc transfecté dans la lignée cellulaire 293 qui est par la suite 
infectée par un adénovirus délété de sa région E1.  Le virus auxiliaire permet d’exprimer 
l’ensemble des protéines nécessaires à la production de nouvelles particules virales qui 
pourront encapsider le génome du vecteur de troisième génération.  L’utilisation de cette 
méthode aura le désavantage d’entraîner un haut niveau de contamination par le vecteur 
auxiliaire de première génération, son génome pouvant lui aussi être encapsidé.  Le seul 
moyen permettant une purification, bien qu’imparfaite, de ces 2 particules virales repose 
sur une ultracentrifugation basée sur le fait que le vecteur et les virus auxiliaires 
sédimenteront séparément.  Pour garantir la pureté des stocks de vecteurs de troisième 
génération, on a désormais recours à un virus auxiliaire dont la séquence 
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d’encapsidation, contenu dans l’ITR de gauche, est bordée de sites qui permettent son 
excision par une recombinase qui sera exprimée de manière stable par la lignée 
productrice.  La perte du signal d’encapsidation par le virus auxiliaire fait en sorte que 
son génome ne peut plus être encapsidé sans pour autant compromettre l’expression des 
gènes viraux qui sont essentiels pour la production du vecteur.  Cette stratégie a été mise 
en pratique via l’utilisation du système de recombinaison Cre/loxP (3) ou FLP/frt (171).  
L’utilisation du système de recombinase permet de réduire la contamination du virus 
auxiliaire à 0,04-0,05% ce qui permet une purification subséquente par chromatographie 
pour se débarrasser définitivement du virus auxiliaire.  Les vecteurs de troisième 
génération ont démontré qu’ils pouvaient être utilisés pour traiter des conditions 
chroniques : d’une expression de 2-3 semaines pour le vecteur de première génération, 
on peut désormais maintenir l’expression durant une période de 2-3 ans (118, 158).  Ce 
type de vecteur est actuellement testé pour corriger des conditions chroniques aussi 
diverses que l’hémophilie (25), l’hypercholestérolémie (83) ou le diabète (235).   Si le 
vecteur de troisième génération a une sécurité et une durabilité supérieure au vecteur de 
première génération, dû à sa plus faible immunogénicité, la production de ce vecteur 
reste quand même beaucoup plus complexe.  De plus, l’immunogénicité des vecteurs de 
première génération peut être mise à profit dans l’élaboration de vecteur de vaccination 
prophylactique et thérapeutique, chose plus difficilement réalisable avec le vecteur de 
troisième génération. 
 
Le développement des différentes générations de vecteurs adénoviraux suit 
toujours le même axe : réduire la toxicité et l’immunogénicité du vecteur pour optimiser 
l’expression du transgène.  Par contre, malgré les problèmes de toxicité associés à 
l’utilisation des vecteurs de première génération, ils restent tout de même très utilisés, 
principalement parce qu’ils sont plus faciles à construire et produire que les vecteurs de 







1.3.1 Utilité et importance des vecteurs de première génération 
 
Si les vecteurs adénoviraux se sont révélés si utiles, c’est principalement à cause 
de leur grande versatilité.  Lorsqu’une cassette d’expression est insérée à l’intérieur d’un 
vecteur de première génération, celui-ci peut être utilisé pour la production de protéines 
recombinantes ou pour transduire in vitro ou in vivo une grande variété de cellules de 
mammifère. 
 
Les cassettes d’expression ayant été optimisées par l’ajout d’un activateur, de sites 
d’épissages et de sites de polyadénylation, les vecteurs adénoviraux permettent un très 
haut niveau d’expression de protéines recombinantes suite à une infection (68, 140, 
141).  Il a été démontré que l’expression de protéines recombinantes avec un vecteur 
adénoviral pouvait surpasser la production du système baculovirus (141) . En fait, un 
vecteur de première génération infectant des cellules permissives 293, qui permettent la 
réplication du virus, peut produire jusqu'à 90 mg de protéine par litre de culture, ce qui 
représente 10-20% des protéines cellulaires totales.  De plus, si l’infection est faite sur 
des cellules Hela, non permissives, on évite l’expression des protéines virales tardives et 
on peut amener la production de la protéine recombinante à 35% des protéines 
cellulaires totales (138).  Cette caractéristique unique permet de simplifier grandement 
les étapes de purifications subséquentes (117, 120).  La grande versatilité des vecteurs 
adénoviraux de première génération a aussi permis la production de protéines 
recombinantes à partir de cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO) (62). Ces cellules 
ont été modifiées pour exprimer le CAR, permettant d’augmenter l’efficacité de 
transduction du vecteur, ce qui permet la production de 63 mg de protéine recombinante 
par litre de culture en suspension dans un milieu sans sérum.  La production de protéines 
recombinantes représente un secteur en pleine expansion dans l’industrie des 
biothérapeutiques.  Les vecteurs adénoviraux seront donc un outil dont le 
développement sera essentiel à l’industrie pharmaceutique. 
 
Étant donné le large tropisme de l’adénovirus et sa capacité à exprimer 
efficacement un transgène tant dans des cellules mitotiques que post-mitotiques, on a 
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rapidement considéré les vecteurs adénoviraux pour la thérapie génique. Aujourd’hui, 
l’adénovirus est le vecteur viral le plus utilisé en thérapie génique : en 2007, près de 
























Figure 4 : Vecteurs de thérapie génique utilisés en essai clinique en 2007. (43) 
 
Par contre, l’utilisation des vecteurs adénoviraux pour la thérapie génique, spécialement 
ceux de première génération, sera toujours soumise aux impératifs de la réponse 
immunitaire que ces derniers provoqueront chez les individus traités. 
 
Dans les cas où on désire soigner une condition chronique, on voudra un vecteur le 
moins immunogène possible ce qui préviendra l’élimination des cellules transduites par 
le système immunitaire (44).  Dans les cas où le vecteur sera utilisé pour faire de la 
vaccination, la modulation d’une réponse immunitaire sera bénéfique pour potentialiser 
l’action du vecteur le transformant ainsi en adjuvant.  L’infection virale permettra le 
relargage d’antigènes spécifiques aux tumeurs qui seront présentés par les cellules 
dendritiques.  De plus, la réponse innée et acquise déclenchée par l’adénovirus peut 
créer un environnement pro-inflammatoire à l’intérieur de la tumeur qui favorisera 
l’activation de cellules T capables de reconnaître les antigènes tumoraux.  La résultante 
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de l’infection virale permettra donc non seulement une réponse dirigée contre le virus, 
mais aussi contre les cellules cancéreuses (216).  
 
Cette réponse immunitaire, dirigée contre le vecteur et les cellules transduites par 
ce dernier, fait en sorte que l’expression du transgène sera transitoire.  De ce fait, 
l’utilisation de vecteur de première génération pour la thérapie génique ne visera pas à 
traiter des maladies génétiques où une expression du transgène sur de longues périodes 
est requise. L’utilisation de ces vecteurs sera plutôt réservée au cas où une expression 
transitoire serait demandée, comme c’est le cas avec le cancer ou la vaccination. 
 
Initialement, les vecteurs adénoviraux ont été utilisés comme des réactifs de 
vaccination dans les années 50 et 60 sur des de recrues de l’armée américaine, avec les 
adénovirus de types 4 et 7, pour prévenir la propagation d’infections respiratoires aiguës.  
L’adénovirus pouvant facilement déclencher une réponse immunitaire suite à une simple 
administration orale ou nasale, il a été rapidement considéré comme un outil de 
vaccination efficace (190).  De plus, la possibilité pour un vecteur adénoviral d’être 
modifié pour exprimer virtuellement n’importe quel antigène en fait un outil d’une 
extraordinaire polyvalence.  Donc, non seulement n’importe quel antigène peut être 
introduit dans un vecteur adénoviral, mais l’efficacité de transduction du vecteur 
jumelée à une expression robuste de l’antigène et à une réponse immunitaire induite par 
le vecteur seront généralement suffisantes pour immuniser le sujet traité. Aujourd’hui, 
de nombreux essais de vaccination avec des vecteurs adénoviraux de première 
génération ont démontré l’utilité du système (181).  La facilité avec laquelle il est 
possible de modifier la structure de l’adénovirus a aussi permis de rendre le système plus 
robuste.  Par exemple, les vaccins développés à partir des adénovirus de type 5 se sont 
montrés peu efficaces à cause de la grande prévalence d’individus possédant des 
anticorps neutralisants contre ce sérotype de virus (205).  Il a été démontré que ces 
anticorps ciblaient l’hexon et qu’une substitution de cette partie de la capside pour 
l’hexon du sérotype 48, beaucoup moins prévalant dans la population, prévenait la 
neutralisation du vaccin (176). 
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Présentement, des plateformes de vaccination utilisant l’adénovirus sont en cours 
de développement pour plusieurs maladies infectieuses telles que la malaria (125) et 
l’influenza (113).  Par contre, c’est le développement d’un vaccin dirigé contre le VIH 
qui a été l’objet des études les plus poussées dans ce domaine, notamment avec la mise 
en place d’un essai clinique « STEP » de la compagnie Merck. 
 
Le développement d’un vaccin contre le VIH représente la meilleure avenue 
disponible pour contrôler la pandémie de SIDA qui déferle sur le monde (53).  Malgré 
l’urgence, peu de vaccins contre le VIH ont été développés depuis la découverte de  ce 
virus.  Le tout premier vaccin misait sur l’utilisation de la protéine gp120 de l’enveloppe 
pour provoquer une réponse humorale chez les personnes qui étaient inoculées.  La 
compagnie « VaxGen » a mené 2 essais cliniques de phase III avec ce vaccin, mais 
aucune protection immunitaire n’a été induite chez les sujets qui ont été traités (57, 168).  
L’absence de protection indique que le développement d’anticorps dirigé contre 
l’enveloppe du VIH n’est pas suffisant à lui seul pour conférer une protection efficace. 
 
La réponse humorale étant insuffisante pour conférer une immunité protectrice, la 
stratégie de vaccination a donc été ré-orientée pour privilégier la réponse immunitaire 
cellulaire.  Dans cette optique, l’utilisation d’un vecteur adénoviral (type 5), capable de 
stimuler une réponse immunitaire des cellules T était tout indiquée.  Le vecteur utilisé 
était délété de sa région E1, donc incapable de se répliquer, et exprimait les protéines 
Gag, Pol et Nef du VIH.  Les premiers essais cliniques ont démontré que le vecteur était 
capable de stimuler une réponse immunitaire cellulaire chez une majorité de patients, 
bien que ceux possédant une immunité préalable contre l’adénovirus de type 5 
développaient une réponse moins forte (170).  Sachant que de 30-40% des Américains et 
des Européens occidentaux et que de 80-90% des Africains sub-sahariens possèdent des 
anticorps neutralisant contre l’adénovirus de type 5 (1, 210), ce résultat laissait présager 
que l’utilisation de ce vaccin ne se ferait pas sans heurts. Les essais de phase II, qui ont 
été pris en charge par la compagnie Merck et le « National Institutes of Health » ont 
connu une fin prématurée lorsque des résultats préliminaires ont montré que non 
seulement la vaccination ne conférait aucune protection ni ne diminuait la charge virale, 
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mais que la vaccination chez les patients possédant une immunité contre l’adénovirus de 
type 5 facilitait la réplication du VIH (54).  Ce résultat inattendu peut s’expliquer par la 
présence conjointe du virus et d’anticorps qui favoriserait l’activation des cellules T 
fournissant du même coup un environnement favorable à la réplication du VIH.  Il reste 
à déterminer si cet échec est imputable au vaccin adénoviral Gag/Pol/Nef ou à la 
stratégie de vaccination par l’activation des cellules T. 
 
Si le vaccin thérapeutique contre le VIH s’est révélé un échec, d’autres résultats 
néanmoins encourageants ont été obtenus avec les vecteurs de première génération, 
notamment pour le traitement du cancer de la prostate.  Dans un essai clinique de phase 
I, un adénovirus de première génération a été utilisé pour exprimer « l’antigène 
spécifique de la prostate » (PSA)  pour induire une réponse immunitaire dirigée contre 
les cellules cancéreuses de la prostate.  Chez 34% des 32 patients traités il y a eu une 
production d’anticorps contre le PSA et pour 68% des sujets il y a eu une activation de 
cellules T dirigées contre le PSA (132).  L’activation conjointe de la réponse 
immunitaire humorale et cellulaire a permis de prolonger la survie de 55% des patients.  
Ce résultat semble aussi démontrer que, contrairement à ce que les résultats de l’essai 
« STEP » laissaient voir, la vaccination par une activation des cellules T est réalisable. 
Le vecteur utilisé dans cette étude est maintenant utilisé dans des essais de phase III.   
 
Les vecteurs de première génération peuvent aussi être utilisés pour une 
vaccination prophylactique.  Dans le but d’endiguer les épidémies d’ébola, un vecteur 
adénoviral de première génération exprimant la glycoprotéine et la nucléoprotéine de ce 
virus a été construit et on a testé chez les singes la capacité de cet adénovirus 
recombinant à conférer une immunité protectrice.  Chez tous les animaux ayant reçu le 
vaccin, il a été possible de détecter la présence d’anticorps dirigés contre le virus de 
l’ébola et aucun cas de mortalité suivant une exposition au virus n’a été enregistré (204).  
Ce vaccin fait maintenant l’objet d’une étude clinique de phase I. 
 
L’un des succès les plus probants quant à l’utilisation des vecteurs adénoviraux de 
première génération revient sans doute au « Gendicine ».  Ce vecteur, exprimant p53 
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dans sa région E1, est devenu le tout premier adénovirus recombinant à être approuvé 
pour la thérapie génique (225).  Actuellement commercialisé en Chine, le « Gendicine » 
a été utilisé sur plus de 4 000 patients et il s’est révélé particulièrement efficace pour 
traiter les tumeurs « tête et cou » lorsqu’utilisé conjointement avec la radiothérapie ou la 
chimiothérapie (109).  Les adénovirus de première génération peuvent aussi utilisés pour 
exprimer des gènes suicides.  Par exemple dans un essai clinique de phase I/II, un 
vecteur adénoviral exprimant la thymidine kinase du virus de l’herpes simplex, sous le 
contrôle d’un promoteur spécifique de la prostate, a été utilisé avec succès sur 6 patients 
aux prises avec un cancer de la prostate réfractaire aux traitements hormonaux (197). 
 
 Une des utilisations émergentes des vecteurs adénoviraux est leur emploi comme 
outil pour la caractérisation de gènes nouvellement découverts ou pour revisiter la 
fonction de gènes déjà caractérisés.  Les études de génomique fonctionnelle réalisées 
avec l’adénovirus se basent sur une sur-expression ou une sous-expression d’un gène 
dans des modèles in vitro ou in vivo et la caractérisation du phénotype provoqué par ce 
dernier.  Le knock-out d’un gène aux fonctions inconnues peut se faire par un vecteur 
adénoviral exprimant un ARN antisens (116), un petit ARN formant des structures en 
épingles à cheveux (shRNA) (98), un ribozyme (227), un dominant négatif (106) ou par 
l’expression intracellulaire d’un anticorps capable de neutraliser une protéine cellulaire 
(221).  Le principal avantage relié à l’utilisation de vecteur adénoviraux repose sur la 
capacité de générer rapidement et simplement un adénovirus recombinant de manière à 
permettre la caractérisation de gènes dans un contexte in vivo de manière analogue à la 
caractérisation faite in vitro par transfection.  Avec les méthodes classiques, pour étudier 
le knock-out d’un gène dans un modèle animal, on construit généralement une souris 
transgénique.  Ce processus long et fastidieux ne peut être réalisé avec des gènes 
essentiels au développement embryonnaire.  Ces limitations sont adressées par 
l’utilisation de vecteurs adénoviraux.  La capacité des vecteurs adénoviraux à pouvoir 
transduire plusieurs types de cellules, incluant les cellules primaires (188),  permet la 
caractérisation plus fine d’un gène étant donné que l’activité de ce dernier peut-être 
modulée dans plusieurs tissus différents.  Grâce aux vecteurs adénoviraux, il est 
maintenant possible de déconstruire une voie de signalisation cellulaire, dans un modèle 
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in vivo, en opérant des knock-outs, individuels ou combinés, de chacune des protéines 
impliquées dans cette voie. Un tel travail est à toute fin impossible en ayant recours aux 
techniques classiques de construction d’animaux transgéniques.  De manière analogue, 
on peut aussi caractériser un gène en étudiant le phénotype engendré par sa sur-
expression. 
 
De plus, si l’utilisation de souris transgéniques s’avère nécessaire pour la conduite 
d’une étude, les vecteurs adénoviraux ont montré un potentiel certain pour la livraison 
d’un transgène in utero.  Si un adénovirus recombinant s’intègre à une très faible 
fréquence dans les cellules somatiques, il a été démontré que la transduction d’ovule de 
souris permet une intégration d’une copie du vecteur et une expression stable du 
transgène chez 10% des embryons fécondés (215).  La possibilité d’introduire de 
manière simple et efficace une copie d’un transgène dans un animal transgénique permet 
de réduire les phénotypes en mosaïque. 
 
La réponse immunitaire et la toxicité provoquées par les vecteurs adénoviraux de 
première génération représentent des obstacles majeurs à l’utilisation de ces derniers 
pour la thérapie génique.  Par contre, leurs caractéristiques uniques en font des outils de 
premier plan dans le champ de la génomique fonctionnelle.  Considérant la masse de 
gènes à caractériser depuis le séquençage du génome humain, nul doute que le futur des 
vecteurs adénoviraux de première génération se trouve dans ce champ d’application.  
 
 
1.3.2 Construction des vecteurs de première génération 
 
De manière classique, les vecteurs adénoviraux de premières générations sont 
produits par recombinaison homologue entre un génome adénoviral inactivé par une 
digestion avec l’enzyme ClaI et un vecteur de transfert linéarisé.  Cette recombinaison 
sera effectuée en transfectant le vecteur de transfert et le génome viral dans des cellules 
de mammifères permissives, généralement des cellules 293.  Le plasmide de transfert 
contient une cassette d’expression permettant l’expression d’un transgène et une région 
38 
 
homologue avec la portion gauche du génome adénoviral, la gauche étant définie par 
l’ITR contenant le signal d’encapsidation (figure 5).  Cette procédure, bien que très 
simple, est aussi très innefficace.  La fréquence de recombinaison entre le vecteur et le 
génome viral est faible et une digestion incomplète de l’ADN viral signifie que le virus 
recombinant produit sera contaminé par le virus parental.    
 
 
Figure 5 : Représentation de la manière classique pour générer des vecteurs de 
première génération.  Un vecteur de transfert portant le transgène et une séquence 
d’homologie avec l’adénovirus est transfecté de concert avec un génome adénoviral 
préalablement digéré avec ClaI.  Les séquences homologues permettent une 
recombinaison entre les deux segments d’ADN générant ainsi un adénovirus 
recombinant.  Par contre, la digestion incomplète de l’ADN viral signifie que le 
virus recombinant sera contaminé par le virus parental. 
 
Pour se débarrasser de cette contamination,  on doit avoir recours à plusieurs rondes de 
purification en isolant des plages de lyse produites par le virus sur un tapis cellulaire 
recouvert d’agarose.  Cette purification sera d’autant plus fastidieuse si le transgène 
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présent dans l’adénovirus recombinant confère un désavantage réplicatif par rapport au 
virus parental.  Des méthodes alternatives ont été développées pour minimiser la 
contamination du virus parental.  Par exemple, l’insertion de la β-galactosidase d’E.coli 
(185) ou d’une protéine de fluorescence verte (36) dans la région E1 du virus parental 
permet d’effectuer une sélection négative de ce dernier lorsque le produit de la 
recombinaison est utilisé pour générer des plages de lyse sur un tapis cellulaire.  Bien 
qu’utiles, ces approches restent difficilement utilisables, car elles impliquent toujours 
une purification du virus recombinant.  Une tâche qui sera particulièrement ardue si le 
virus recombinant se réplique moins bien que le virus parental.  Somme toute, la 
construction d’adénovirus recombinants avec ces méthodes représente un travail 
laborieux qui s’échelonnera sur plusieurs semaines. 
 
Pour éviter la contamination du virus recombinant par le virus parental, diverses 
techniques ont été élaborées (27, 34, 69, 87, 105, 147).  Le génome adénoviral 
recombinant peut être construit de plusieurs manières : 1-en sous-clonant directement le 
transgène à l’intérieur d’un plasmide ou d’un cosmide contenant le génome viral, 2-en 
utilisant le système de recombinaison Cre/LoxP pour faciliter le transfert spécifique et 
efficace d’un transgène dans un vecteur contenant le génome viral et 3-en effectuant une 
recombinaison homologue chez E.coli entre un plasmide portant le génome viral et un 
plasmide de transfert contenant le transgène.  Ces systèmes permettent une sélection 
stricte du virus recombinant étant donné qu’ils ne requièrent pas la transfection d’un 
génome infectieux.  C’est le génome recombinant qui sera directement transfecté dans 
les cellules permissives.  Ces méthodes permettent donc de générer des adénovirus 
recombinants tout en évitant la contamination par le virus parental.  Par contre, les 
génomes adénoviraux recombinants créés avec ces approches sont peu infectieux : la 
transfection d’un microgramme d’ADN recombinant permet de générer, dans le meilleur 
des cas,  50 particules virales recombinantes.  D’autre part, la transfection d’un ADN 
viral complexé aux pT est en mesure de multiplier par 100 l’infectivité d’un ADN 
recombinant par rapport à la transfection d’un ADN nu (146).  Cette observation 
s’explique par le fait que la pT protège les extrémités de l’ADN transfecté tout en 
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permettant sa translocation à l’intérieur du noyau grâce à un signal de localisation 
nucléaire retrouvé sur cette dernière (74).  De plus, une fois l’ADN viral à l’intérieur du 
noyau, la pT est en mesure d’associer le chromosome viral à la matrice nucléaire ce qui 
permet de stimuler la transcription des gènes précoces (184).  
 
 
1.3.3 Production des vecteurs de première génération 
 
Une fois l’adénovirus recombinant construit, reste le problème de sa production.  
Comme expliqués précédemment, les vecteurs adénoviraux de première génération 
doivent être amplifiés dans une lignée cellulaire capable de complémenter en trans les 
protéines codées par la région E1.  L’adénovirus infectant majoritairement des cellules 
quiescentes, l’expression des protéines E1A est essentielle pour créer un environnement 
qui sera optimum à la réplication du virus.  E1B, de son côté, sera nécessaire pour 
prévenir le mécanisme d’apoptose déclenché par l’infection et pour permettre une 
traduction efficace des ARNm viraux. 
 
La transcription du gène E1A permet de générer deux ARN messagers.  Ces ARN 
messagers ont la même extrémité 5’ et 3’ mais leurs séquences différeront à cause d’un 
site d’épissage alternatif qui permettra la traduction du polypeptide 12S et 13S.  La 
protéine 13S diffère uniquement de la protéine 12S par une séquence de 46 acides 
aminés. 
 
Les protéines 12S et 13S ont pour première tâche d’assurer la transactivation des 
gènes précoces.  Les protéines E1A sont incapables de se lier directement sur les 
promoteurs des gènes précoces pour activer leur transcription. E1A va activer la 
transcription en trans par l’intermédiaire d’une multitude d’interactions avec des 
facteurs de transcription cellulaire.  Cette transactivation aura pour conséquence non 
seulement d’activer les promoteurs adénoviraux, mais aussi les promoteurs cellulaires. 
Par exemple, E1A peut activer la transcription des promoteurs avec une boîte TATA en 
libérant la TBP (TATA Binding Protein) séquestrée par Dr1 et p53 (95, 114).  
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Normalement, la TBP est inactive lorsque liée à ces deux protéines. E1A peut aussi 
activer la transcription en se liant directement à certains facteurs cellulaires comme 
ATF-2 (127) ou en séquestrant des facteurs réprimant la transcription comme YY1 
(196). 
 
Le second rôle des protéines 12S et 13S sera de faire entrer la cellule en phase S.  
La protéine de rétinoblastome (pRb) est un suppresseur de tumeur qui maintient les 
cellules en phase G1 et qui prévient l’entrée en phase S (223).  Dans une cellule 
quiescente, pRb séquestre sous une forme inactive le facteur de transcription EF2.  EF2 
est une protéine pouvant se lier à l’ADN et qui est chargée de stimuler les promoteurs 
des gènes qui sont impliqués dans l’entrée en phase S et dans la réplication de l’ADN 
(236).  L’activité de pRB est contrôlée par sa phosphorylation : lorsque phosphorylée 
par les cyclines kinases D, la pRB est inactivée et se dissocie d’E2F.  Inversement, si 
pRb  est déphosphorylée, E2F est séquestrée par pRb et n’est plus disponible pour 
stimuler la transcription des gènes impliqués dans la division cellulaire.  Les protéines 
12S et 13S sont en mesure de s’associer au complexe pRb-E2F ce qui provoque la 
dissociation d’E2F.  En libérant E2F, E1A peut donc provoquer l’entrée de cellules 
quiescentes en phase S.  
 
E1A peut aussi forcer l’entrée de la cellule en phase S par une voie alternative 
impliquant le complexe p300/CBP.  Ce complexe est un coactivateur de nombreux 
facteurs de transcription impliqués dans la prolifération, la différenciation et l’apoptose 
(26).  Les protéines p300 et CBP possèdent une activité acétyltransférase et sont 
capables de s’associer avec PCAF, une autre acétyltransférase.  Ce complexe entraîne 
donc une décondensation de la chromatine, permettant un plus grand accès de la 
machinerie transcriptionnelle au nucléosome.  L’activité transcriptionnelle accrue, 
causée par cette décondensation de l’ADN, permet l’expression des gènes impliqués 
dans la différenciation cellulaire et le maintien en phase G0.  La liaison de 12S et 13S au 
complexe p300/CBP permet de déplacer PCAF et d’inhiber l’activité acétyltransférase 
de p300/CBP.  Résultat, l’ADN se retrouve donc dans un état plus condensé ce qui 
réduit la transcription de certains gènes, dont p53.  La protéine p53 est un activateur de 
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transcription capable de stopper la division cellulaire. En inhibant l’activité de 
p300/CBP, on prévient l’activité de p53 ce qui contribue à la progression du cycle 
cellulaire vers la phase S. 
 
Au moment où la transcription des ARN messagers tardifs débutent, le transport 
des ARN messagers viraux est favorisé au détriment des ARN messagers cellulaire par 
les protéines E1B-55K et E4-34K (9).  Ces deux protéines permettent au virus de 
monopoliser la machinerie traductionnelle de la cellule.  Pour ce faire, le complexe E1B-
55K/E4-34K est en mesure de séquestrer les différents facteurs cellulaires impliqués 
dans l’exportation des ARN messagers à l’intérieur de centres réplicatifs et 
transcriptionnels présents dans le noyau (160).  La monopolisation de ces facteurs 
cellulaires dans un environnement riche en ARN messagers viraux permet d’assurer leur 
exportation dans le cytoplasme.  Les ARN messagers cellulaires, qui n’ont plus accès à 
la machinerie d’exportation, sont donc retenus dans le noyau. 
 
De plus, une fois acheminés au cytoplasme, les ARN messagers viraux sont aussi 
traduits en priorité lors de la phase tardive.  Pour que la traduction des ARN messagers 
avec une coiffe puisse avoir lieu, le facteur d’initiation cellulaire eIF-4F doit être 
phosphorylé.  Il a été proposé qu’E1B-55K puisse jouer un rôle dans la 
déphosphorylation d’eIF-4F, inhibant ainsi la traduction des ARN messagers cellulaires 
portant une coiffe (82).   Chez les ARN messagers viraux, la séquence « leader tri-
partite » remplace la coiffe.  Le facteur eIF-4F n’est donc pas nécessaire à leur 
traduction.  Conséquemment, un adénovirus n’exprimant pas assez d’E1B-55K aura une 
plus faible expression de ses gènes tardifs et donc une réplication sous-optimale (10). 
 
Les protéines E1B ont pour tâche de neutraliser l’action de p53 pour prévenir 
l’apoptose.  La région E1B code pour les protéines E1B-55K et E1B-19K à partir d’un 
transcrit unique subissant un épissage alternatif.  La protéine E1B-55K peut se lier 
directement à p53 pour contrecarrer son activité transcriptionnelle.  Pour ce faire, E1B-
55K peut masquer le site de liaison à l’ADN de p53, mais, de manière plus importante, 
E1B-55K possède aussi un domaine qui permet de réprimer sa transactivation.  
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Autrement dit, un mutant d’E1B-55K ne cachant plus le domaine de liaison à l’ADN de 
p53 sera toujours en mesure de réprimer efficacement son activité transcriptionnelle 
(229).  E1B-55K transforme ni plus ni moins p53 en répresseur transcriptionnel.  Étant 
donné que le mécanisme d’action de p53 sur l’arrêt du cycle cellulaire et sur l’induction 
de l’apoptose passe par son habilité à pouvoir activer la transcription de certains gènes 
clés, il va sans dire qu’E1B-55K jouera donc un rôle essentiel dans la neutralisation des 
effets indésirables de p53 pour la réplication de l’adénovirus.  Il est à noter que E4orf6 
peut aussi se lier à E1B-55K pour entraîner ainsi la dégradation de p53 par le 
protéasome (172).  L’infection adénovirale provoque une augmentation de la 
transcription des gènes pro-apoptotiques Bax et Bak.  Ces deux protéines peuvent former 
un homodimère capable de se lier à la membrane de la mitochondrie pour provoquer le 
relargage du cytochrome C, déclenchant ainsi l’apoptose par l’activation de caspase 9.  
E1B-19K fonctionne de manière analogue à Bcl-2 : en se liant à Bax et Bak, elle 
prévient leur homodimérisation et leur insertion dans la membrane mitochondriale et 
donc le relargage du cytochrome C (81). 
 
La lignée cellulaire 293 a été construite en transfectant des cellules embryonnaires 
de rein avec un segment du génome d’un adénovirus de type-5 (73).  Suite à cette 
transfection, un segment du génome adénoviral correspondant à la totalité de la région 
E1, allant des nucléotides 1 à 4 344, a été retrouvé dans les cellules 293, à la position 
q13.2 du chromosome 19 (131).  Les cellules 293 sont probablement les plus utilisées 
dans la production de vecteurs adénoviraux en raison des excellentes concentrations 
qu’elles peuvent générer (139).  Par contre, la délétion E1 retrouvée dans la majorité des 
vecteurs adénoviraux de première génération s’étend du nucléotide 400 à 3 500, créant 
ainsi deux régions homologues avec le segment E1 intégré dans les 293.  Ces séquences 
peuvent être la cible d’une recombinaison homologue où le transgène du vecteur sera 
échangé avec la région E1 de la cellule,créant ainsi un RCA (Replication Competent 





Figure 6 : Représentation du double événement de recombinaison menant à la 
création d’un RCA dans une cellule 293.  En vert, les adénovirus recombinants et 
en mauve le RCA. 
 
Suivant une injection systémique, les vecteurs adénoviraux peuvent s’accumuler dans le 
foie où les RCA seront en mesure de se répliquer (179).  Les RCA pourront par la suite 
causer une forte réponse immunitaire inflammatoire (91) et servir de virus auxiliaire au 
vecteur qui sera en mesure de se disséminer à l’extérieur du lieu d’injection (101).  La 
présence de RCA dans un stock aura aussi pour conséquence de masquer l’effet d’un 
virus recombinant, c.-à-d. que le RCA est pris en compte lors de la détermination de la 
concentration d’un stock et comme le RCA n’exprime aucun transgène, il ne provoquera 
aucun effet spécifique chez le sujet traité.  En utilisant un stock fortement contaminé par 
un RCA, on pourrait être amené à conclure, de manière erronée, à l’inefficacité de 
l’expression du transgène simplement parce qu’il n’a pas été administré à la dose 
prévue.   Il va sans dire que tous ces événements ont des effets délétères très importants 
qui peuvent compromettre les études chez les animaux et la sécurité des patients traités 
lors d’essais cliniques.  
 
 
1.4 La création de librairies d’expression 
 
Avec le séquençage récent du génome de plusieurs organismes,  la communauté 
scientifique a désormais accès à une quantité incroyable de gènes dont la plupart ont une 
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fonction inconnue. Il apparaît donc de plus en plus évident que la caractérisation de cette 
masse de gènes nécessitera l’utilisation de puissants outils qui vont permettre, entre 
autres, la création de manière simple et rapide de librairies d’expression.  De telles 
librairies seront aussi utiles pour faciliter le criblage par la création de mutants. 
 
La création de librairies de plasmides a été la première méthode qui a permis de 
caractériser la fonction de différents gènes. Par exemple, une librairie d’expression 
d’ADNc construite à partir de cellules permissives aux infections réovirales a mené à la 
découverte du récepteur cellulaire du réovirus (11).  Bien que faciles à construire et 
capables d’une grande diversité, c.-à-d. qu’elles sont en mesure de représenter un grand 
nombre de gènes différents, les librairies de plasmides sont associées à des 
inconvénients majeurs qui rendent leur utilisation peu pratique.  Premièrement, ces 
libraires ont recours à la transfection pour pouvoir livrer leur transgène dans les cellules 
qui serviront au criblage.  À cet égard, toute cellule réfractaire à la transfection posera 
problème.  De plus, même si la transfection s’avère efficace, le niveau d’expression des 
différents éléments de la librairie peut s’avérer insuffisant pour générer le phénotype 
recherché.  
 
Les rétrovirus ont aussi été utilisés dans la construction de librairie d’expression.  
Leur principal avantage réside dans le fait que ces derniers sont en mesure de générer 
des cellules exprimant de manière stable les différents éléments constituant la librairie 
(203).  L’incapacité des rétrovirus à infecter des cellules quiescentes peut être surmontée 
en utilisant un vecteur lentiviral (24, 28).  Ces deux types de librairies sont générés en 
transfectant une librairie de plasmides construite dans un vecteur de transfert dans une 
lignée d’encapsidation (19). Par contre, les librairies lentivirales et rétrovirales auront 
une diversité moindre que les librairies de plasmides, donc moins d’éléments représentés 
que dans cette dernière.  Ceci tient du fait que la création de librairies lentivirales et 
rétrovirales passe d’abord par la création d’une librairie de plasmide qui sera ensuite 
convertie en librairie virale par transfection dans la lignée d’encapsidation.  De manière 
plus concrète, une transfection utilisant le polyethylenimine (technique utilisée, voir 
matériel et méthodes) peut livrer près de 1000 copies d’un plasmide dans le noyau d’une 
46 
 
cellule (22), chacune de ces copies représente un élément potentiellement différent de la 
librairie.  Par contre, une lignée d’encapsidation lentivirale produit environ 100 
particules par cellule (19).  Donc, lors de l’étape de conversion, des éléments de la 
librairie seront nécessairement perdus à cause de l’incapacité d’une cellule à générer un 
virus à partir de tous les plasmides qui l’auront transfecté.  Autre facteur d’importance, 
la diversité sera aussi affectée par le fait que certains éléments de la librairie seront 
toxiques pour le lentivirus ou le rétrovirus : ces éléments ne pourront pas être convertis 
en vecteur viral.  Cette susceptibilité des vecteurs lentiviraux et rétroviraux à être 
incapable de se répliquer à cause d’un transgène est assez fréquente.  Dans notre 
laboratoire, il nous a été impossible, à quelques reprises, de construire un lentivirus 
recombinant avec un transgène donné. 
 
L’utilisation des librairies de plasmides, rétrovirales et lentivirales est sévèrement 
limitée à cause du manque de versatilité des méthodes de criblage pouvant être 
employées sur ces dernières.  Si les librairies peuvent être utilisées pour exprimer toute 
une panoplie de cDNA, d’antisens, de ribozymes ou de mutants, le défi restera de 
trouver dans toute cette masse d’éléments différents celui qui cause le phénotype 
recherché.  Pour ce faire, la méthode de criblage utilisée devra permettre un 
enrichissement des éléments associés au phénotype recherché et le seul phénotype qui 
rend possible un tel enrichissement est celui relié à la survie cellulaire.   Par exemple, il 
sera possible de cribler une librairie en recherchant des éléments qui préviennent 
l’apoptose.  Si une cellule, grâce à la transduction par un élément d’une librairie, n’entre 
pas en apoptose alors qu’elle le devrait, alors cet élément de la librairie sera enrichi et on 
aura la possibilité de l’identifier.  En génomique fonctionnelle, l’utilisation d’une 
librairie est toujours limitée par la capacité de pouvoir faire un criblage efficace.  Par 
conséquent, toutes librairies dont les méthodes de criblages sont restreintes, comme c’est 







1.4.1 Le besoin pour une nouvelle méthode de création de librairies adénovirales 
 
L’utilisation de vecteurs adénoviraux pour la construction de librairies 
d’expression est un moyen qui permet de passer outre les limitations associées aux 
libraires de plasmides, de lentivirus et de rétrovirus.  Premièrement, le large tropisme 
des vecteurs adénoviraux permet une expression robuste de leur transgène dans la 
majorité des cellules, un avantage important par rapport aux librairies de plasmides qui 
doivent être transfectées.  De plus, les vecteurs adénoviraux de première génération 
peuvent transduire des cellules post-mitotiques (165), ce qui est impossible avec un 
vecteur rétroviral.  Ensuite, contrairement aux vecteurs rétroviraux et lentiviraux, les 
adénovirus recombinants sont faciles à produire : une cellule 293 peut produire jusqu’à 
20 000 particules infectieuses par cellule (139).  La diversité théorique des libraires 
adénovirales s’avère donc très élevée : jusqu’à 20 000 éléments différents par cellule, 
comparativement à 100 pour un lentivirus.  Autrement dit, parmi les milliers plasmides 
de transfert qui se rendent au noyau lors d’une transfection, un plus grand nombre peut 
être converti en adénovirus recombinants qu’en lentivirus recombinants.  Un autre 
avantage des vecteurs adénoviraux dans la construction de librairies réside dans le fait 
que, contrairement aux rétrovirus et aux lentivirus, l’expression régulée d’un transgène 
est rarement délétère pour la réplication du vecteur.  Ceci assure une meilleure 
représentation des éléments de la librairie.  Mais l’atout majeur des librairies 
adénovirales réside dans le fait que chacun des éléments de la librairie peut facilement 
être purifié en isolant des plages de lyse produit sur un tapis cellulaire recouvert 
d’agarose pour isoler des clones viraux.  Autrement dit, avec une libraire adénovirale, il 
est possible d’isoler et de cribler séparément chacun des éléments de la librairie.  Cette 
caractéristique cruciale donne aux librairies adénovirales une facilité de criblage 
supérieure aux librairies de plasmides.  Le criblage d’une librairie adénovirale 
n’implique pas un enrichissement d’un élément via un phénotype de meilleure survie 
puisque le criblage se fait avec un élément défini.   Par conséquent, il est facile 
d’identifier l’élément de la libraire qui est responsable d’un phénotype donné.  Par 
exemple, avec une librairie adénovirale, on peut tester individuellement toute une série 
de clones viraux pour trouver un élément qui peut déclencher l’apoptose d’une cellule, 
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chose impossible avec les autres librairies.  Somme toute, l’utilisation d’une librairie 
adénovirale permet de cribler pour autre chose que la survie cellulaire, conférant ainsi au 
système une grande flexibilité au niveau des phénotypes recherchés lors du criblage. 
 
 
1.4.2 Création de librairies adénovirales par sélection positive 
 
Si sur papier les librairies adénovirales montrent un grand potentiel pour les 
applications de génomique fonctionnelle, leur utilisation reste très limitée à cause de la 
difficulté de construire ces dernières avec les techniques actuellement existantes. La 
méthode idéale pour la construction de librairie adénovirale doit faire en sorte que : 1-
seulement le virus recombinant soit sélectionné et 2- un grand nombre d’adénovirus 
recombinants soit produit suivant la transfection de cellules permissives, autrement dit 
que la diversité sera grande. 
 
La méthode classique de construction de vecteurs de première génération, 
impliquant la transfection d’un plasmide de transfert et d’un génome adénoviral, est 
inutilisable à cause de la contamination du stock de virus recombinant par le virus 
parental.  Dans le contexte d’une librairie, cela implique que chacun des clones viraux 
devrait subir de nombreuses rondes de purification par plages de lyse, ce qui représente 
un travail considérable.  Bref, l’incapacité à se débarrasser du virus parental rend 
pratiquement inutilisable cette méthode dans la construction de librairie. 
 
La deuxième technique utilisée dans la construction de vecteurs de première 
génération, basée sur la construction d’un génome adénoviral recombinant in vitro ou in 
vivo, permet d’éviter la contamination par le virus parental. Par contre, la diversité des 
librairies générées avec ces méthodes est nettement insuffisante.  Comme expliqué 
précédemment, dans le meilleur des cas, on génère à peine 50 virus recombinants par μg 
d’ADN transfecté.  Avec ces méthodes, la création d’une librairie d’ADNc comprenant 
3x104 éléments nécessiterait la transfection de 600 μg d’ADN, ce qui est impraticable.  
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Une autre avenue qui s’avère prometteuse pour la création de librairies 
adénovirales pourrait utiliser le principe de sélection positive.  Cette approche consiste à 
déléter un gène essentiel au cycle de réplication dans le virus parental pour le ré-
exprimer de manière ectopique chez les adénovirus recombinants.  De manière pratique 
cette méthode serait mise en œuvre en infectant les cellules avec un adénovirus parental 
incapable de se répliquer et en transfectant un plasmide de transfert qui exprime le gène 
permettant la réplication.  Une recombinaison homologue entre le vecteur et le virus 
permet de générer un adénovirus recombinant réplicatif.  Avec cette méthode, le virus 
parental est éliminé dû à son incapacité à se répliquer et le virus recombinant aurait un 
cycle de réplication normal.  Dans cette optique, le gène de la PS s’avère un candidat 
intéressant. 
 
La PS a plusieurs rôles lors de l’infection adénovirale.  Au tout début de 
l’infection, la PS qui a été encapsidée dans le virion, est nécessaire à la décapsidation du 
virus au niveau du cytoplasme.  Lors de l’assemblage de la particule virale, la PS est 
exposée à un milieu oxydatif produit par la lyse cellulaire qui a pour effet d’inactiver 
cette dernière en formant des liens disulphures.  Lors de la pénétration de la particule 
virale dans une cellule, le relargage de la fibre induit un changement de conformation 
dans la base penton qui a pour effet de modifier la conformation de la protéine VI, 
exposant ainsi des sites qui peuvent être clivés par la PS.  De manière concomitante, la 
protéase est réactivée par le milieu réducteur présent dans la cellule nouvellement 
infectée.  Ces événements mènent donc au clivage de la protéine VI par la PS.  La 
protéine VI étant responsable d’attacher le génome viral aux hexons, la dégradation de 
cette dernière permettra donc la libération de l’ADN du virus qui était jusque-là retenu 
sur la surface interne de la capside (75).  Lors de la phase finale du cycle, la PS sera 
chargée de cliver les différents précurseurs polypeptidiques pour générer les protéines 
VI, VII et VIII sous leur forme mature, ce qui permet de finaliser l’assemblage de la 




Un adénovirus délété de sa protéase (AdΔPS) et ayant été produit dans une lignée 
cellulaire non complémentaire sera en mesure d’accomplir toutes les étapes précoces de 
son cycle réplicatif, incluant la réplication de son ADN.  Mais en l’absence de PS, la 
maturation des composants de la capside ne pourra pas avoir lieu : aucune particule 
virale ne sera donc assemblée (figure 7). 
 
 
Figure 7 : Cycle réplicatif d’un adénovirus portant une délétion PS et E3.  Dans 
une lignée cellulaire exprimant la PS,  le virus aura un cycle réplicatif identique à 
un virus sauvage, la PS exprimée par la cellule permettant la maturation des 
polypeptides de la capside.  Dans une lignée non complémentaire, toutes les étapes 
précoces du cycle peuvent avoir lieu, mais aucune particule virale ne sera produite. 
 
Notre groupe a publié une preuve de principe démontrant qu’il était possible 
d’utiliser la sélection positive avec PS pour générer des adénovirus recombinants (45).  
Avec cette méthode, l’adénovirus recombinant est produit en infectant des cellules 293 
avec un AdΔPS, puis en transfectant un plasmide de transfert linéarisé exprimant la PS 
et la GFP à partir d’une cassette d’expression discistronique.  Comme le vecteur de 
transfert contient aussi une région homologue au génome viral, une recombinaison peut 
avoir lieu entre le vecteur et l’AdΔPS.  Les adénovirus recombinants résultants de cette 
recombinaison exprimeront la PS de manière ectopique et seront donc réplicatifs.  À 
l’opposé, le virus parental n’ayant pas recombiné son génome avec le vecteur de 
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transfert restera ΔPS, donc non réplicatif.  Il est à noter que la capacité de l’AdΔPS à 
répliquer son ADN joue un rôle important.  Les nombreuses structures simple-brins 
produites lors de la réplication de l’ADN viral augmentent la fréquence de 
recombinaison entre régions homologues et donc la probabilité de générer un adénovirus 
recombinant (56).  Dans l’optique de la création d’une libraire, cela signifie que la 
librairie de plasmide de transfert est convertie plus efficacement en librairie adénovirale. 
 
Même si nos travaux précédents démontrent qu’il est possible de générer des 
librairies adénovirales par sélection positive, le système n’est pas encore au point.  
Premièrement, il faut séparer l’expression du transgène présent dans le plasmide de 
transfert de l’expression de la PS.  Le vecteur de transfert utilisé pour démontrer la 
fonctionnalité de la sélection positive a une configuration telle que le transgène et la PS 
sont exprimés de manière concomitante via une cassette d’expression dicistronique, c.-à-
d. que l’expression du transgène et de la PS est dépendante l’une de l’autre.  Dans cette 
configuration, il serait impossible d’exprimer un transgène toxique, car pour contourner 
la toxicité de ce dernier il faudrait utiliser un promoteur inductible alors que la PS 
requiert une expression constitutive.  La première tâche consistera donc à créer une 
nouvelle cassette d’expression du gène de la PS pour découpler son expression de celle 
du transgène.  Deuxièmement, il faut augmenter la diversité de la librairie.  Dans nos 
travaux précédents, il fallait infecter/transfecter près de 1 000 cellules pour être en 
mesure de générer un adénovirus recombinant.  Bien que ce nombre soit compatible 
avec la création de librairies adénovirales, une diversité aussi faible n’en reste pas moins 
un obstacle majeur limitant l’utilisation du système.   
 
Nous avons posé l’hypothèse que l’optimisation de l’expression ectopique de la PS 
par le vecteur de transfert pourrait régler ce problème.  Une forte expression de la PS par 
le vecteur de transfert pourrait provoquer un phénomène de transcomplémentation. Ici, il 
faut réaliser que la cassette d’expression PS du plasmide de transfert sera active au 
moment de la transfection et que la PS produite par cette cassette pourra trans-
complémenter directement l’AdΔPS et permettre sa réplication sans qu’il y ait eu 
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recombinaison.   Même si le virus parental généré ainsi est toujours non réplicatif et 
qu’il sera éliminé lors de la purification par plages de lyse, ce phénomène pourrait nuire 
grandement à la diversité en entraînant une prolifération du virus parental au détriment 
du virus recombinant.  Sachant qu’un niveau d’expression de la PS de 10% par rapport à 
une infection par un virus sauvage est suffisant pour permettre une réplication normale 
de l’adénovirus (45), nous avons décidé de construire des plasmides de transfert avec 
une cassette d’expression exprimant moins de PS que ceux utilisés dans les travaux de la 
preuve de principe.  Ainsi, on espère qu’en minimisant l’expression de la PS on 
diminuera la transcomplémentation et qu’on maximisera la diversité. 
 
 
1.5 La production de vecteurs adénoviraux à grande échelle 
 
Une fois l’adénovirus recombinant construit, il restera toujours le problème de sa 
production, surtout si l’on prévoit une utilisation intensive du vecteur.  En pareil cas, il 
faudra que le vecteur soit produit à grande échelle.  Le défi principal pour la production 
à grande échelle des vecteurs adénoviraux est double.  Premièrement, les vecteurs 
doivent être produits au plus haut niveau possible, idéalement au même niveau qu’un 
virus sauvage.  Cette contrainte est dictée par des considérations logistiques et 
économiques.   Par exemple, une simple amélioration de la production volumétrique par 
un facteur deux, permet de faire passer une production qui requérerait 100 litres de 
milieu à 50 litres de milieu.  Une telle réduction diminue substantiellement les coûts de 
production et de purification du vecteur.  Deuxièmement, le procédé de culture doit être 
simple et économique.  Ceci exige la production dans des milieux de culture exempts de 
sérum et, idéalement, de tous produits d’origine animale. 
 
Comme expliquée précédemment, la production de vecteur adénoviral de première 
génération via la lignée cellulaire 293 implique la génération de RCA par recombinaison 
homologue entre le vecteur et la cellule.  La fréquence de recombinaison étant faible, 
généralement 1 RCA pour l’infection de 106 cellules, la présence de RCA n’est pas 
gênante dans les stocks de virus produits et utilisés à petite échelle.  Par contre, la 
53 
 
transduction de cellules en bioréacteur pour la production de protéines recombinantes ou 
les expériences chez les animaux et les humains requerra une quantité importante de 
vecteurs.  À titre indicatif, s’il est possible de transduire 80% des fibres musculaires du 
tibialis antérieur d’une souris en injectant 2x109 particules virales, un essai analogue 
chez l’humain nécessiterait 2 500 fois plus de matériel, soit 5x1012 particules virales.  
Devant des besoins aussi considérables, il apparaît donc évident que la production à 
grande échelle de vecteurs adénoviraux de première génération est un enjeu capital.  
Cette production à grande échelle passe par une série de cycles d’amplification qui 
permettent d’augmenter graduellement la concentration du vecteur produit en 
augmentant la quantité de cellules infectées. À cause de la faible fréquence de cet 
événement de recombinaison, les RCA sont retrouvés en très faibles quantités lors des 
premières rondes d’amplification.  Par contre, cette population augmente de manière 
dramatique et peut éventuellement supplanter le vecteur adénoviral lors des nombreuses 







Élution d’une plage 103-104/0 0
Infecter 105 cellules dans 1 ml 5x108/0.005-5x102 1
200 μl
Infecter 3x107 cellules dans 75 ml 1.5x1011/0.0015-1.5x105 2
600 μl
Infecter 5x108 cellules dans 1 L 2.5x1012/0.0025-2.5x106 3
5 ml
Infecter 3x109 cellule dans 2.4 L 1.5x1013/0.0015-1.5x107 4
1 à 5 ml
Infecter 20x109 cellule dans 20 L 1x1014/0.001-1x108 5
4 à 20 ml
Figure 8 : Génération de RCA lors de la production de vecteurs adénoviraux dans 
les cellules 293.  Au fur et à mesure que les passages s’accumulent pour faire la 
production à grande échelle, la quantité de RCA augmente. 
 
L’utilisation d’un stock de vecteurs adénoviraux avec une contamination de 1 
RCA par 108 adénovirus recombinants implique l’injection de 102-103 RCA lorsque l’on 
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traite un humain.  La limite de 1 RCA par 1x1010 adénovirus recombinants, imposée par 
les organismes de réglementation, fait en sorte que l’utilisation des 293 pour la 
préparation de matériel destiné aux essais cliniques est chose impossible (2).  Si le 
vecteur produit est destiné à la production de protéines recombinantes, la transduction de 
cellules par un stock d’adénovirus recombinants contaminé de manière importante par 
des RCA aura pour effet d’affecter de manière considérable la production de protéines 
recombinantes tout en contaminant le stock de protéines avec un adénovirus réplicatif.  
De manière analogue, des essais in vivo réalisés avec un stock de vecteurs contaminé par 
des RCA pourraient fausser les résultats. 
 
Deux types de stratégies ont été utilisés pour prévenir l’apparition des RCA : des 
modifications du génome des vecteurs et/ou la construction de nouvelles lignées de 
complémentation.  En délétant la région E1B codant pour la protéine pIX, l’homologie 
est sensiblement réduite et la fréquence des RCA est réduite (90).  Même si un tel 
vecteur adénoviral est viable, la plus grande fragilité de sa capside le rend instable. Il est 
donc préférable de ré-exprimer le gène pIX soit en le positionnant ailleurs dans le 
génome viral ou encore dans les cellules 293.  Une autre approche consiste à déléter un 
second gène essentiel, tel que E2A ou E4, pour ensuite faire la complémentation dans les 
cellules 293 (39, 115, 134).  Même si ces vecteurs peuvent toujours échanger leur gène 
thérapeutique pour la région E1, ils ne seront pas réplicatifs à cause de leur seconde 
délétion.  Par contre, la production de ces lignées est moindre.  La méthode la plus sûre 
pour prévenir la création de RCA reste la construction de nouvelles lignées cellulaires 
pouvant complémenter la délétion E1 tout en minimisant les homologies avec le vecteur 
(50, 51, 65, 102, 108, 186).  Si toutes ces lignées cellulaires se sont montrées capables 
de réduire la fréquence des RCA, seulement la lignée PER.C6©, pouvant être cultivée 
dans un milieu sans sérum, a été en mesure de se tailler une position dans la production 
de vecteurs à grande échelle (151).  La lignée PER.C6© a été construite en produisant 
des clones stables à partir de cellules embryonnaires rétiniennes exprimant la région E1 
à partir d’un promoteur PGK.  La région E1 retrouvée dans les PER.C6© ne contient 
aucune région homologue avec le génome de l’Ad ce qui permet d’éviter la production 
de RCA.  En bioréacteur, ces cellules peuvent atteindre une densité de 3x106 cellules/ml 
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et produire jusqu’à 36 000 particules physiques par cellule (128).  Dans tous les 
processus de production à grande échelle, il est important d’éliminer les composants non 
définis comme le sérum.  Différents lots de sérum pourront avoir des effets différents sur 
le milieu de culture utilisé, ce qui peut affecter la reproductibilité des lots de production.  
De plus, la possible contamination du sérum, par des virus ou des prions, représente un 
risque difficilement acceptable lors de la production d’un composé biothérapeutique, 
sans compter que la présence de sérum dans le milieu de production complique les 
étapes subséquentes de purification.  Autre avantage non négligeable, l’utilisation de 
milieu sans sérum réduit aussi de manière significative le coût des milieux de culture.  
Par contre, si les PER.C6© répondent à tous ces impératifs de production, ces cellules 
sont protégées par un brevet et sont uniquement disponibles par l’achat d’une licence 
d’exploitation, ce qui limite leur utilisation de manière draconienne. 
 
 
1.5.1 Le besoin pour une lignée cellulaire pour la production à grande échelle 
 
La production à grande échelle étant impensable dans les cellules 293 à cause des 
RCA et difficilement réalisable dans les PERC.6© à cause des restrictions liées à leur 
utilisation, la nécessité de développer une nouvelle lignée cellulaire permettant la 
production d’adénovirus de première génération apparaît comme essentielle. Sachant 
qu’un adénovirus de type sauvage pouvait se répliquer au même niveau dans des cellules 
293 et A549 (cellules épithéliales d’un adénocarcinome du poumon), notre groupe a 
construit et breveté une lignée cellulaire A549 capable de répliquer les vecteurs 
adénoviraux de première génération (BMAdE1) (137).  Cette nouvelle lignée cellulaire 
contient la région E1 de l’Ad de type-5 où le gène E1A est sous le contrôle d’un 
promoteur constitutif β-actine et le gène E1B sous le contrôle de son promoteur naturel. 
 
Cependant, contrairement aux cellules 293, la région E1 présente chez les 
BMAdE1 contient seulement 200 nucléotides d’homologie avec les vecteurs de première 
génération.  Par contre, ces 200 nucléotides d’homologie ne sont pas présents dans les 
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plus récents vecteurs de transfert (87), si bien que toute recombinaison pouvant générer 
un RCA est impossible.  Il a été démontré que les BMAdE1 généraient moins de 1 RCA 
par 3x1010 particules virales, un standard qui satisfait les exigences de la FDA (61).  Par 
contre, les BMAdE1 ne sont pas très efficaces pour répliquer les adénovirus de première 




1.7 Objectifs de la thèse 
 
 Cette thèse porte sur le développement d’une plate-forme de production de 
vecteurs adénoviraux de première génération.  Elle aborde dans un premier temps la 
construction d’un vecteur de transfert pour lequel l’expression de la protéase adénovirale 
a été optimisée de manière à permettre une sélection positive des adénovirus 
recombinants.  Dans un deuxième temps, une nouvelle lignée cellulaire a été construite 
pour permettre une amplification efficace de vecteur de première génération tout en 
évitant la production de virus réplicatif.  Cette lignée cellulaire a été adaptée à la culture 
en suspension sans sérum pour permettre la production à grande échelle. 
 
 
1.6.1 : Objectifs liés à la sélection positive 
 
Le premier des objectifs de cette thèse sera de construire une série de vecteurs de 
transfert adénovirale contenant une cassette d’expression indépendante de la PS 
permettant une expression minimale de la protéase. Ce travail d’optimisation de 
l’expression de la PS fera en sorte que, l’Ad recombinant construit à partir de ce vecteur 
de transfert, pourra être sélectionné par sélection positive via une expression ectopique 
de la PS.  Pour que le vecteur de trabsfert construit soit compatible avec la création de 
librairie adénovirale, la cassette d’expression de la PS qui sera construite devra : 1- 
exprimer sufissament de PS pour permettre une réplication robuste de l’Ad recombinant 
et 2- exprimer une quantité sufisamment faible de PS pour minimiser le phénomène de 
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transcomplémentation du virus parental dans le but de maximiser la diversité d’une 
libraire adénovirale construite avec ce plasmide.  Une fois le travail d’optimisation du 
vecteur de transfert réalisé, l’efficacité réelle de ce dernier sera mise à l’épreuve en 
construisant une librairie d’ARN antisens dirigée contre la GFP. 
 
 
1.6.2 : Objectifs liés à la construction d’une nouvelle lignée cellulaire 
 
Le second des objectifs de cette thèse sera de construire une lignée cellulaire 
capable de produire à grande échelle des vecteurs adénoviraux de première génération 
tout en évitant de générer des RCA. Pour ce faire, nous analyseront le profil 
d’expression des protéines de la région E1 exprimées par les BMAdE1 afin de 
déterminer si une mauvaise expression de cette région pourrait causer une mauvaise 
réplication des vecteurs.  Le cas échéant, on voudra corriger ce défaut pour ensuite être 
en mesure d’adapter la lignée cellulaire pour la culture en suspension sans sérum.  
Ultimement, nous désirons obtenir une lignée cellulaire du calibre des 293, capable de 





Section 2 : 




2.1 Construction des plasmides de transfert adénoviraux 
 
Sauf indication contraire, toutes les enzymes utilisées proviennent de « New 
England Biolabs » et le séquençage a été réalisé par le service offert par l’Université 
McGill. 
 
Les plasmides portant le suffixe « pAd » correspondent à des vecteurs de transfert 
adénoviraux et possèdent tous la même structure : (a) une région homologue avec 
l’adénovirus type-5 (couvrant les unités génétiques 9,4 et 15,5) ; (b) l’ITR de gauche ; 
(c) une cassette d’expression IRES-GFP qui permet l’expression conjointe d’un 
transgène et de la GFP ; (d) une origine de réplication bactérienne (Ori) ; et (e) un gène 
de résistance à l’ampicilline (β-lactamase).  Le plasmide qui sera utilisé pour la 
construction des différents vecteurs avec une expression ectopique de la PS est le 
pAdCMV5-IRES-GFP (138)  (figure 9).  Tous les clonages se feront dans le site AflII. 
 
 
Figure 9 : Vecteur de transfert type utilisé pour la construction d’adénovirus 
recombinants.  CMV5 représente le promoteur et l’IRES est une séquence qui peut 
recruter directement la sous-unité 40S du ribosome pour l’initiation de la 
traduction.  L’IRES permet la co-expression de la GFP et du transgène cloné dans 
le site Bgl II.  
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2.1.1 Construction du vecteur pAdCMV5-IRES-GFP (tk TATA-PS) 
 
Une cassette d’expression contenant la PS sous le contrôle de la boîte TATA du 
promoteur de la thymidine kinase (fragment -46 à +31) (tk TATA) et avec le site de 
polyadénylation de l’hormone de croissance bovine (BGHpolyA), a été construite pour 
être clonée dans le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP.  Cette cassette d’expression a été 
assemblée par une stratégie de PCR de chevauchement. 
 
PCR #1 : Dans un premier temps, la séquence tk TATA a été amplifiée par PCR 
avec une amorce 5’ contenant un site AflII et une amorce 3’ contenant une séquence 
homologue avec l’extrémité 5’ du gène de la PS. 
 
Amorce 5’ : TTTGGGTGTCTTAAGTTCGAGGCCACACGCGTCACCTTA 
Amorce 3’ : TCCTGCTCACTGGAGCCCATCGAATTCGAACACGCAGATGCAG 
 
Le PCR a été effectué en utilisant la trousse « PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads » 
(Amersham Biosciences, États-Unis) à partir du vecteur pAdTR5-PS-IRES-GFP (45).  
Les conditions de PCR sont les suivantes : 
 
1- 5 minutes à 95oC 
2- 60 secondes à 95oC 
3- 60 secondes à 48oC 
4- 90 secondes à 72oC 
5- 7 minutes à 72oC 
6- ∞ à 4oC 
 
PCR #2 : Ensuite, la séquence PS a été amplifiée par PCR avec une amorce 5’ 
contenant une séquence homologue avec l’extrémité 3’ du promoteur tk TATA et une 
amorce 3’ contenant une séquence homologue avec l’extrémité 5’ du BGHpolyA. Le 
Répété 30 fois 
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plasmide utilisé pour le PCR est encore le pAdTR5-PS-IRES-GFP (45) et les conditions 
sont les mêmes que celles décrites précédemment.   
 
Amorce 5’ : CATCTGCGTGTTCGAATTCGATGGGCTCCAGTGAGCAGGAACTG 
Amorce 3’ : CTAGAAGGCACAGTCGAGGCTTACATGTTTTTCAAGTGACAAAA 
 
PCR #3 : Finalement, la séquence BHGpolyA a été amplifiée par PCR avec une 
amorce 5’ contenant une séquence homologue avec l’extrémité 3’ de la PS et avec une 
amorce 3’ contenant un site AflII.  Le plasmide utilisé pour le PCR est pVax (Invitrogen, 
États-Unis) et les conditions sont les mêmes que celles décrites précédemment. 
 
Amorce 5’ : GTCACTTGAAAAACATGTAAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC 
Amorce 3’ : TTTGGGTGTCTTAAGTCCCCACCATGCCTGCTATTGTC 
 
Chacun des produits de PCR a été purifié avec la trousse « PCR purification kit » 
(Qiagen). 
 
PCR #4 : Les produits des PCR #1 et #2 ont été utilisés dans une nouvelle réaction 
de PCR en utilisant les amorces externes. Le produit de ce PCR correspond à une fusion 
des séquences tk TATA et PS. 
 
PCR #5 : Pour terminer, les produits du PCR #3 et #4 ont été utilisés dans une 
nouvelle réaction de PCR en utilisant les amorces externes.  Le produit de ce PCR 
correspond à une fusion des séquences tk TATA-PS-BGHpolyA. 
 
Le vecteur pAdCMV5-IRES-GFP a été digéré avec l’enzyme AflII et 
déphosphorylé avec l’enzyme alcaline phosphatase.  Le fragment correspondant au 
vecteur a été purifié sur un gel d’agarose.  Le produit de PCR #5 a lui aussi été digéré 
avec AflII et purifié sur gel de la même manière que le vecteur.  La ligation entre le 




Le produit de la ligation a été transformé dans des bactéries E.coli compétentes 
DH5α.  Brièvement, 100 μl de bactéries sont décongelées sur glace et mélangées à 5 μl 
du produit de ligation.  On fait ensuite subir aux bactéries un choc thermique de 60 
secondes à 42oC après quoi on ajoute 900 μl de milieu Luria-Bertani (LB) et l’on incube 
à 37oC pendant 60 minutes.  Pour terminer, 300 μl de bactérie ont été étalés sur des 
pétris LB-agar contenant 100 μg/ml d’ampicilline (Sigma-Aldrich, États-Unis) et 
incubés à 37oC pendant 18 heures.  Des colonies furent ensuite amplifiées et leur 
plasmide extrait.  La présence et l’orientation de l’insert ont été vérifiées avec les 
enzymes AflII et KpnI  et les produits de digestion ont été analysés sur un gel 
d’agaroseavec l’appareil fluorimager 595 (Molecular Dynamics, États-Unis).  L’insert a 
été séquencé par le service de séquençage de l’Université McGill. 
 
 
2.1.2 Construction du vecteur pAdCMV5-IRES-GFP (Hsp70 TATA-PS) 
 
Une cassette d’expression contenant la PS sous le contrôle de la boîte TATA du 
promoteur de la « heat-shock protein 70 » (fragment -49 à +1) (Hsp70 TATA) et avec le 
site de polyadénylation de l’hormone de croissance bovine (BGHpolyA), a été construite 
pour être clonée dans le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP. 
 
Le promoteur Hsp70 TATA a été assemblé en hybridant 2 oligonucléotides.  À 
l’extrémité 5’ un site AflII et XbaI ont été créés et à l’extrémité 3’ un site AscI a été 
créé.  
 
Oligonucléotide #1 : 
TTAAGTCTAGATCATGGGAGCTGGCGGCCTCATATTTATCTCCGCGAAGCAG
ATGCCTCGG 





L’hybridation s’est faite avec 100 pmol de chaque oligonucléotide.  Le mélange a 
été chauffé à 1000C durant 2 minutes et refroidi à la température de la pièce.  L’ADN 
double-brin ainsi généré a été phosphorylé avec la T4 kinase. 
 
Le segment PS-BGHpolyA a été amplifié par PCR avec une amorce 5’ contenant 
un site AscI et avec une amorce 3’ contenant un site AflII.  Le plasmide utilisé pour le 
PCR est celui obtenu à la section 2.1.1 et les conditions sont les mêmes que celles 
décrites précédemment. 
 
Amorce 5’ : TTTGGCGCGCCATGGGCTCCAGTGAGCAGGAA 
Amorce 3’ : TCCTTCTTAAGTCCCCAGCATGCCTG 
 
Le produit de PCR a été digéré avec l’enzyme AscI et purifié sur un gel d’agarose.  
Le produit de cette digestion a par la suite été ligaturé avec le produit de l’hybridation.   
Le produit de cette ligation a été digéré avec l’enzyme AflII et purifié sur un gel 
d’agarose.  Finalement, le produit de cette digestion a été ligaturé dans le vecteur 
pAdCMV5-IRES-GFP qui avait préalablement été digéré AflII, déphosphorylé et purifié 
sur gel (section 2.1.1).  Le produit de ligation a été transformé et la présence de l’insert 
vérifiée comme décrit précédemment dans la section 2.1.1.  L’insert a été séquencé par 
le service de séquençage de l’Université McGill. 
 
 
2.1.3 La construction du vecteur pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) / avec et sans la 
séquence codante de Sim1 
 
Une cassette d’expression contenant la PS sous le contrôle du promoteur MLP 
(fragment -217 à +33) et avec le site de polyadénylation de l’hormone de croissance 
bovine (BGHpolyA) a été construite en remplaçant le promoteur Hsp70 TATA de la 
construction obtenue dans la section 2.1.2.  Lors de la construction du plasmide 
pAdCMV5-IRES-GFP (Hsp70 TATA-PS), des sites XbaI et AscI ont été ajoutés de part 




 Le promoteur MLP a été amplifié par PCR avec une amorce 5’ possédant un site 
XbaI et une amorce 3’ possédant site AscI.  Le plasmide utilisé pour le PCR est 
pAdBM5 (141) et les conditions sont les mêmes que celles décrites précédemment. 
 
Amorce 5’ : TTTTATAGAGATCTGGGTCCTCCTCGTAT 
Amorce 3’ : GGCGCGCCAGGACGAACGCGCCCCCACCC 
 
Le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (Hsp70 TATA-PS) et le produit de PCR ont 
été digérés avec les enzymes XbaI et AscI, purifiés sur un gel d’agarose et ligaturé.  Le 
produit de ligation a été transformé et la présence de l’insert vérifiée avec une digestion 
XbaI et AscI.  L’insert a ensuite été séquencé.  Ce vecteur a aussi été utilisé pour 
construire le plasmide de transfert exprimant conjointement la protéine Sim1 et la GFP 




2.1.4 La construction du vecteur pAdCMV5-IRES-dsRED (MLP-PS) / avec et sans 
l’ARN en épingle à cheveux dirigé contre la protéine Sim1 
 
Un vecteur exprimant la protéine de fluorescence rouge (dsResd) a été construit en 
remplaçant la GFP du plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS).  Pour ce faire. Le 
plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) a été digéré avec BamHI pour sortir la 
séquence correspondante à la GFP.  Le vecteur a ensuite été purifié sur un gel d’agarose 
et les extrémités ont été rendues franches avec la klenow.   La dsRed a été obtenue en 
digérant le vecteur pCMV-DsRed-Express (Clontech, États-Unis) avec les enzymes 
NheI et NotI.  Le fragment correspondant à la dsRed a été purifié sur un gel d’agarose et 
les extrémités ont été rendues franches avec la klenow.  Le produit de ligation a été 
transformé, la présence et l’orientation de l’insert ont vérifié avec une digestion PstI et 
PacI.  Ce vecteur a aussi été utilisé pour construire le plasmide de transfert exprimant 
l’ARN en épingle à cheveux dirigé contre la protéine Sim1.  Pour ce faire la séquence 
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codante de l’ARN en l’épingle à cheveu de même que le promoteur H1 de la polymérase 
III ont été cloné dans le site AflII du vecteur. 
 
 
2.2 Construction du vecteur lentiviral pRRL.cPPT.CMV-55K.WPRE et 
pRRL.cPPT.CMV-Protease.WPRE 
 
Un plasmide de transfert lentiviral exprimant la protéine E1B-55K a été construit 
pour être en mesure de produire un lentivirus recombinant exprimant la protéine E1B-
55K.  Pour ce faire, le plasmide pcDNA3-55K (cadeau du Dr. Phil Branton, Université 
McGill) a été digéré avec l’enzyme XbaI et les extrémités rendues franches avec la 
klenow.    Ensuite le même plasmide a été digéré avec SpeI pour sortir le fragment 
correspondant au CMV/E1B-55K qui a été purifié sur un gel d’agarose.  Le plasmide 
lentiviral  pRRL.CPPT.CMV-GFP.WPRE (déjà construit) a été  digéré avec l’enzyme 
SalI et les extrémités ont été rendues franches avec la klenow.  Ensuite le même 
plasmide a été digéré avec SpeI pour faire sortir le fragment correspondant CMV-GFP.  
Le vecteur a été purifié sur un gel d’agarose.  Finalement, le fragment CMV/E1B-55K a 
été ligaturé dans le vecteur lentiviral, remplaçant ainsi le CMV-GFP (figure 10).   Le 
produit de ligation a été transformé et la présence de l’insert vérifiée avec une digestion 
SalI et XhoI.  Le lentivirus permettant la transduction de la protéase adénovirale a été 
construit de la même manière. 
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Figure 10 : Stratégie de construction du vecteur pRRL.cPPT.CMV-55K.WPRE.  
Le Fragment CMV-GFP du vecteur pRRL.cPPT.CMV-GFP.WPRE a été remplacé 






2.3 Production des plasmides 
 
Les plasmides construits ont été produits en ensemençant 200 ml de milieu LB 
contenant 100 μg/mL d’ampicilline (Sigma-Aldrich) avec 200 μl d’une culture 
bactérienne qui a testé positif pour la présence du plasmide recherché.  La culture a été 
incubée durant environ 18 heures à 370C sous agitation constante.  L’ADN plasmidique 
a ensuite été extrait en utilisant le « Plasmid Maxi kit » (Qiagen). Le plasmide récolté a 




2.4 La culture cellulaire 
 
Toutes les cellules sont maintenues en culture dans un incubateur à 370C dans une 
atmosphère avec 5% de CO2. 
 
Les cellules 293 (décrite dans la section 1.7.1) sont cultivées dans le milieu 
« Dulbecco's Modified Eagle's Medium » (DMEM) additionné de 5% de sérum de veau 
fœtal (HyClone, États-Unis) et de 2mM de L-glutamine (DMEM Complet).  Ces cellules 
sont utilisées pour la production des adénovirus de première génération.  Les cellules 
293CymR-CMV5-CuO-GFP (148) sont des 293 qui expriment la GFP sous le contrôle 
d’un promoteur inductible au cumate.  Elles sont cultivées de la même manière que les 
cellules 293.  Les cellules 293SF-PacLV (20) sont des cellules 293 transduites de 
manière stable avec les gènes lentiviraux gag-pol, rev et avec la glycoprotéine du virus 
de la stomatis vésiculaire.  Cette lignée est utilisée pour la production de vecteur 
lentiviraux et elle est maintenue en culture dans un milieu « Low-Calcium Hybridoma 
Serum-Free Medium » (LC-HSFM) (Gibco, États-Unis) (33) additionné de 1% de sérum 




Les cellules A549, dérivées de cellules épithéliales d’un adénocarcinome du 
poumon, sont cultivées de la même manière que les cellules 293.  Les cellules BMAdE1 
(décrites à la section 1.7.1), de même que leurs sous-clones cultivés en condition 
adhérente, sont cultivées dans le milieu LC-HSFM additionné de 5% de sérum de veau 
fœtal et de 2 mM de L-glutamine. 
 
Les sous-clones dérivés des BMAdE1 et les 293SF, cultivés en suspension sans 
sérum, sont maintenus en culture sur un agitateur orbital à 100 rpm dans le milieu LC-
HSFM additionné de 2 mM de L-glutamine, de 50 ug/ml de dextran sulfate (Amersham 
Bioscience) et 0,5% pluronic (Wisent). 
 
L’adaptation des sous-clones de BMAdE1 à la culture en suspension sans sérum 
s’est faite en deux temps.  Premièrement, les clones sélectionnés ont été mis en culture 
durant deux semaines sur un agitateur orbital à 80 rpm dans un flacon de 125 ml avec 30 
ml de milieu LC-HSFM additionné de 5% de sérum de veau fœtal et de 2mM de L-
glutamine.  Une fois cette période écoulée, la vitesse de l’agitateur orbitale a été 
augmentée à 100 rpm et la concentration de sérum diminuée à 2,5% durant deux autres 
semaines.  Ensuite, la concentration de sérum a été abaissée à 1% pour deux nouvelles 
semaines et finalement ramenée à 0% en présence de milieu conditionné durant 2 mois.  
Il est à noter que le milieu sans sérum a été additionné de 50 ug/ml de dextran sulfate 
0,5% pluronic pour prévenir l’agrégation des cellules.  Tout au long du processus, les 
cellules ont été maintenues à une densité entre 5x105 et 1,5x106 cellules/ml. 
 
Les comptes cellulaires pour les courbes de croissance ont été effectués en 
triplicata avec un hémacytomètre (Hausser Scientific, États-Unis) et la viabilité des 










Sauf indication contraire, les transfections décrites sont toujours faites sur 1x106 
cellules dans une plaque 6 puits en utilisant le réactif Lipofectamine 2000 (Invitrogen).  
Brièvement, 4 μg de plasmide est mélangé à 250 μl de DMEM et 10 μl de lipofectamine 
2000 est mélangé à 250 μl de DMEM complet.  Après une incubation de cinq minutes, 
l’ADN est mélangé  à la lipofectamine et incubé 20 minutes.  Le mélange est ensuite 
ajouté sur les cellules qui sont maintenues en culture dans 2 ml de DMEM complet.  
 
 
2.6 Quantification des adénovirus infectieux par « essai de plages de lyse » 
 
La journée avant le titrage, 3x105 cellules 293 sont ensemencées dans une plaque 6 
puits dans 1 ml de milieu.  Le jour suivant, chaque puits est infecté avec 1 ml de 
dilutions en série (10-4 à 10-10) du virus durant 18 heures.  Chaque dilution est faite en 
triplicata.  Par la suite, le milieu contenant le virus est retiré et remplacé par 3 ml de 
milieu DMEM complet contenant 1% ''Seaplaque GTG Agarose'' (Cambrex Bioscience, 
États-Unis).  Trois semaines plus tard, les plages de lyse sont comptées dans les puits 
contenant entre 20 et 60 plages de lyse.  La concentration, en particules infectieuses 
produites par cellule, est obtenue avec la formule suivante : 
 
(Nombre de plages x le volume de la production virale) / (le nombre de cellules infectées 
lors de la production x la dilution comptée) = particules infectieuses / cellule 
 
 
2.7 Quantification des adénovirus physiques par HPLC 
 
 Le virus est centrifugé et passé dans un filtre de 45 μm (Millipore, États-Unis) 
pour le débarrasser l’échantillon de tout débris cellulaire.  Par la suite, 25 μl de 
l’échantillon est dosé par HPLC selon la méthode décrite par Klyushnichenko et coll. 
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(111).  Brièvement, le HPCL (Hewlett-Packard 1090 HPLC system, États-Unis) passe  
l’échantillon sur une colonne UNO Q (Bio-Rad, États-Unis) et l’adénovirus est élué avec 
une solution 50 mM Hepes, 50 mM NaCl (pH 7,5).  Un système de photo-diode à la 
sortie de l’appareil mesure l’absorbance à 260 nm/280 nm,  La concentration, en 
particules physiques par ml, est déterminée en comparant avec un standard d’adénovirus 
type-5 (ATCC, États-Unis).  Ce matériel sert de référence lors de la quantification des 
échantillons sur HPLC.  L’utilisation d’un standard unique permet une normalisation des 
résultats qui peuvent être plus aisément comparés.  Le nombre de particules physiques 
produites par cellule est déterminé avec la formule suivante : 
 
(Nombre de particules physique par ml x le volume de la production virale) / (le nombre 





Les photographies ont été prises avec une caméra Q-imaging Retiga 2000 (Optical 
Analysis Corporation, États-Unis), un microscope à fluorescence  (Leica DMIL, 
Allemagne) et le logiciel OpenLab (Improvision, États-Unis). 
 
 
2.9 Cytofluorométrie en Flux 
 
Les résultats de cytofluorométrie de flux ont été obtenus à l'aide d'un « Coulter 
EPICS™ XL flowcytometer » (Beckman-Coulter, États-Unis) équipé d’un laser à 
l’argon de 15mW.  La GFP est détectée à la longueur d’onde 525 nm et la dsRed à la 






2.10 Production d’adénovirus recombinants par infection/transfection (sélection 
positive) 
 
La journée avant l’infection transfection, 5x105 cellules 293 sont ensemencées 
dans une plaque 6 puits dans 2 ml de DMEM complet.  Le jour suivant, le milieu est 
retiré et les cellules sont infectées avec un AdΔPS (164) à une multiplicité d’infection 
(MOI) de 0,3 dans 0,5 ml de milieu DMEM complet.  Cinq heures après l’infection, le 
milieu est retiré et remplacé avec 2 ml de DMEM complet.  Ensuite, 4 μg de vecteur de 
transfert, linéarisé avec l’enzyme PacI et purifié au phénol/chloroforme, est transfecté 
avec la Lipofectamine 2000 (Invitrogen).  Après 3 jours, le virus est récolté par trois 
cycles de gel/dégel. 
 
 
2.11 Amplification des virus obtenus par sélection positive 
 
La journée avant l’amplification, 5x105 cellules 293 sont ensemencées dans une 
plaque 6 puits dans 2 ml de DMEM complet.  La journée suivante, le milieu est retiré et 
remplacé par 1 ml de virus obtenu par sélection positive avec les plasmides de transfert 
pAdCMV5-IRES-GFP ( tk TATA-PS),  pAdCMV5-IRES-GFP ( Hsp70 TATA-PS) et 
pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) (décrit dans la section 2.1).  Six heures après 
l’infection, le virus est retiré, les cellules lavées avec 5 ml de PBS et 2 ml de milieu 
DMEM complet sont ajoutés.  Lorsque toutes les cellules montrent un effet 
cytopathique, le virus est récolté par trois cycles de gel-dégel et sa concentration 
déterminée par un « essai de plages de lyse ». 
 
 
2.12 Évaluation de la diversité produite par sélection positive lors de 
l’infection/transfection 
 
La journée précédant l’expérience, des dilutions en série de cellules 293 sont 
ensemencées dans une plaque de 96 puits dans 100 μl de DMEM complet.  Pour 
chacune des dilutions (5000 cellules, 2500 cellules, 625 cellules, 312 cellules, 150 
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cellules, 75 cellules, 35 cellules), 10 puits sont ensemencés.  Le jour suivant, les cellules 
sont infectées avec 50 μl d’un AdΔPS à une MOI de 0,3.  Cinq heures après l’infection, 
les cellules sont transfectées au calcium-phosphate avec les plasmides linéarisés et 
purifiés au phénol/chloroforme.  Les plasmides utilisés sont pAdCMV5-IRES-GFP (tk 
TATA-PS),  pAdCMV5-IRES-GFP (Hsp70 TATA-PS),  pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-
PS) (décrits dans la section 2.1) et pAdTR6-PS-IRES-GFP (45).  Brièvement, la 
transfection au calcium phosphate a été réalisée en mélangeant 169 μl d’eau à 5 μl d’une 
solution de CaCl2 2M.  À ce mélange, 6 μg de plasmide (50 μl) a été ajouté goutte à 
goutte et un 26 μl additionnel de CaCl2 2 M a été ajouté.  Dans un second tube, on a mis 
250 μl de solution HBS 2X (280 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4, 12 mM 
dextrose, 50 mM HEPES, pH 7.5).  La préparation d’ADN est ajoutée goutte à goutte en 
faisant des bulles au tube contenant la solution d’HBS 2X pour ensuite être incubée 10 
minutes.  Le volume du précipité d’ADN est ensuite complété à 2,5 ml avec du DMEM 
complet et 25 μl est utilisé pour transfecter chaque puits.  Après cinq jours, le virus est 
récolté avec un cycle de gel-dégel. 
 
La détection des virus recombinants se fait en ensemençant 5 000 cellules dans 
une plaque 96 puits dans 100 μl de DMEM complet.  Ensuite 70 μl de production virale 
provenant chacun des puits de la plaque soumise au gel-dégel est ajoutés dans les puits 
de la nouvelle plaque.  Tous les virus recombinants produits exprimant la GFP, 14 jours 
après l’infection il est possible de déterminer si pour une dilution cellulaire précise, il y a 
eu production d’adénovirus recombinants lors de l’infection/transfection en vérifiant la 
présence de cellules vertes.  Conformément à la loi de distribution de poisson, on 
considère qu’une dilution cellulaire donnée est en mesure de générer un adénovirus 








2.13 Visualisation de l’effet cytopathique causé par la transcomplémentation 
 
La transcomplémentation est la complémentation de l’AdΔPS par la protéase 
exprimée à partir du plasmide de transfert sans qu’il y ait au pour autant de 
recombinaison (expliqué dans la section 1.5.2).  Pour visualiser l’importance de ce 
phénomène, la journée avant l’infection, 5x105 cellules 293 sont ensemencées dans une 
plaque 6 puits dans 2 ml de milieu DMEM complet.  Le jour suivant, le milieu est retiré 
et les cellules sont infectées dans 1 ml de DMEM complet à une MOI de 0,1 avec le 
virus produit par infection/transfection avec les plasmides pAdCMV5-IRES-GFP (tk 
TATA-PS),  pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) (décrit dans la section 2.1), pAdTR5-PS-
IRES-GFP (45) et pAdTR6-PS-IRES-GFP (45).  Cinq heures après l’infection, le milieu 
contenant le virus est retiré et remplacé avec 2 ml de milieu DMEM complet.  
Finalement, 48 heures après l’infection les cellules sont photographiées (tel que décrit 
dans la section 2.9) pour vérifier si l’effet cytopathique est supérieur à la MOI de 0,1 
utilisée pour l’infection.  Tout effet cytopathique supérieur peut-être attribué à la 
présente du virus parental produit par transcomplémentation*. 
 
* La concentration des virus est évaluée sur des cellules 293 par un « essai de plages de 




2.14 Évaluation quantitative de l’effet de transcomplémentation 
 
Un adénovirus recombinant est construit par sélection positive de la manière 
décrite dans la section 2.11.  Le plasmide utilisé pour cette expérience est le pAdCMV5-
IRES-dsRED (MLP-PS) alors que l’AdΔPS utilisé possède une GFP cloné dans la 
région E4 (virus déjà construit dans notre laboratoire).  L’infection/transfection est 
réalisée avec six MOI différentes (3/1/0,3/0,1/0,03/0,01).  L’adénovirus recombinant 
ainsi généré exprimera la dsRed dans la région E1 et la GFP dans la région E4.  Par 
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conséquent, les cellules infectées par ce virus seront à la fois vertes et rouges alors que 
l’infection par le virus parental produira des cellules vertes. 
 
Les virus sont récoltés par trois cycles de gel-dégel et, pour chaque MOI utilisée, 
la concentration du virus produit est déterminée par un « essai de plages de lyse ».  La 
contamination par le virus parental est déterminée en infectant 1x106 cellules 293 avec 
une MOI de 0,1.  48 heures après l’infection, les cellules sont récoltées, fixées dans 2% 
de paraformaldhéhyde et analysées par cytofluorométrie en flux pour vérifier leur 
expression de GFP et dsRed.  Les cellules qui expriment la dsRed et la GFP sont 
considérées comme étant infectées par le virus recombinant et les cellules n’exprimant 
que la GFP sont considérées comme infectées par le virus parental produit par 
transcomplémentation.  Le ratio entre dsRed+/GFP+ et dsRed-/GFP+ nous donne le 
pourcentage de contamination du virus parental. 
 
 
2.15 Création de la librairie anti-sens contre la GFP 
 
Le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) (décrit dans la section 2.1.4) a été 
digéré avec BamHI pour sortir la séquence codante pour la GFP.  L’insert et le vecteur 
ont été purifiés simultanément au phénol/chloroforme et ligaturés.   Le produit de 
ligation a été transformé comme décrit à la section 2.1.1 et l’orientation de l’insert a été 
déterminée avec une digestion HpaI et PacI pour trouver un plasmide ou la GFP a été 
clonée en orientation antisens.  Cette construction a été digérée avec l’enzyme BstBI et 
une librairie de délétion antisens a été générée avec la trousse « Erase-a-Base » 





Figure 11 : Plasmide utilisé pour la construction de la librairie anti-GFP. Plasmide 
dans lequel la GFP a été re-clonée en orientation antisens.  La digestion BstBI 
permet de donner un substrat à l’enzyme ExoIII, utilisée dans la trousse « Erase-a-
Base » pour faire les délétions partielles. 
 
Brièvement, 5 μg de plasmide digéré avec BstBI a été mis en présence de l’enzyme 
ExoIII durant 210 secondes, des aliquots sont prélevés toutes les 30 secondes.  Les 
différentes digestions sont par la suite poolées, traitées à la nucléase S1 pour créer des 
extrémités franches et les plasmides recircularisés avec la T4 ligase.  Cette librairie de 
plasmide a ensuite été utilisée pour créer la librairie adénovirale selon la méthode 
d’infection/transfection  décrite à la section 2.11. 
 
 La sélection des adénovirus recombinants de la librairie a été faite en générant 
des plages de lyse sur un tapis cellulaire recouvert d’agarose dans un pétri de 100 mm.  
Pour le faire, la journée avant l’infection 3x106 cellules ont été ensemencées dans un 
pétri de 100 mm dans 10 ml de DMEM complet.  Le jour suivant, le milieu a été retiré et 
les cellules ont été infectées avec la librairie adénovirale durant 5 heures diluées 100 fois 
de manière à avoir environ 50 plages de lyse par pétri.  En tout, 5 pétris ont été infectés.  
Le virus a ensuite été retiré et 10 ml de milieu DMEM complet contenant 1% 
''Seaplaque GTG Agarose'' (Cambrex Bioscience).  Deux semaines plus tard, 192 plages 
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de lyse ont été récoltées et éluées dans 1 ml de milieu DMEM complet dans une plaque 
24 puits.  Chacun des 192 clones a par la suite été amplifié en infectant 1x105 cellules 
293 dans une plaque 24 puits avec 1 ml d’élution virale. 
 
 
2.16 Criblage préliminaire de la librairie anti-sens 
 
Le criblage préliminaire s’est fait en utilisant la lignée cellulaire 293CymR-
CMV5-CuO-GFP (148).  Ces cellules expriment de manière stable la GFP sous le 
contrôle d’un promoteur inductible au cumate.  La journée avant l’infection, 5 000 
cellules sont ensemencées dans une plaque de 96 puits dans 100 μl de milieu DMEM 
complet.  Le jour suivant, les cellules sont infectées avec 5 μl de l’un des 192 clones 
viraux amplifiés, à cette étape on assume que tous les clones ont une concentration 
similaire.  18 heures après l’infection, la GFP est induite par l’ajout de 50 μl de cumate 
(Sigma-Aldrich) pour avoir une concentration finale de 200 μg/ml.  Vingt-quatre heures 
plus tard, l’intensité de la GFP est mesurée dans un lecteur multiplaque cytofluor 
(PerSeptive Biosystems, États-Unis). 
 
 
2.17 Analyse quantitative des anti-sens 
 
Pour une analyse plus précise des propriétés antisens, 9 clones ont été sélectionnés 
à partir du criblage préliminaire et la concentration déterminée par un « essai de plages 
de lyse ». 
 
La première analyse a été faite dans les cellules 293CymR-CMV5-CuO-GFP 
(148).  La journée précédant l’infection, 5x105 cellules ont été ensemencées dans une 
plaque 6 puits dans 2 ml de DMEM complet.  Le jour suivant, les cellules ont été 
infectées avec les clones viraux sélectionnés à une MOI de 5 dans 1 ml de DMEM 
complet.  Dix-huit heures plus tard, le virus a été retiré et 2 ml de DMEM complet 
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additionnés de 200 μg/ml de cumate pour induire l’expression de la GFP.  Vingt-quatre 
heures après l’infection, les cellules sont récoltées, fixées dans 2% de 
paraformaldhéhyde et analysées par cytofluorométrie en flux pour vérifier l’expression 
de GFP.  En plus des clones, un contrôle non infecté, un contrôle infecté avec un virus 
ΔE1ΔE3 et un contrôle infecté avec un virus portant un antisens « pleine longueur » ont 
été ajoutés à l’expérience qui a été faite en triplicata. 
 
La deuxième analyse a été faite dans des cellules A549, ces dernières ne 
permettant pas la réplication de l’adénovirus on peut donc contrôler de manière précise 
le nombre de copies du gène sens et antisens.  La journée avant l’infection, 5x105 
cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits dans 2 ml de milieu DMEM complet.  
Le lendemain, le milieu a été retiré et les cellules ont été infectées dans 1 ml avec une 
MOI de 1000, 500, 250, 125, 62, 30, 15 ou 0 avec le clone antisens 109, un virus vide 
ΔE1ΔE3 et un virus portant un antisens « pleine longueur ».  Dix-huit heures après 
l’infection, le virus est retiré et les cellules sont infectées avec un adénovirus exprimant 
la GFP sous le contrôle d’un promoteur CMV5 (déjà construit) à une MOI de 200 dans 1 
ml de DMEM complet.  Vingt-quatre heures plus tard, les cellules sont récoltées, fixées 
dans 2% de paraformaldhéhyde et analysées par cytofluorométrie en flux pour vérifier 
l’expression de GFP.  L’expérience a été faite en triplicata. 
 
 
2.18 Séquencage des anti-sens 
 
En vue d’obtenir la séquence des différents antisens présents dans notre librairie, 
l’ADN viral de différent clone a été extrait avec la méthode HIRT (93, 220).  La journée 
avant l’infection 5x105 cellules ont été ensemencées dans une plaque 6 puits dans 2 ml 
de DMEM complet.  La journée suivante, les cellules ont été infectées avec une MOI de 
5 avec les clones viraux dont on désirait extraire l’ADN.  Trois jours plus tard, les 
cellules ont été récoltées avec une centrifugation de trois minutes à 3 000 rpm.  Le culot 
a été resuspendu dans 500 μl de PBS et le tampon de lyse ajouté (0,6% SDS, 10 
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mM EDTA, 200 μg/ml protéinase K).  Après une incubation de 3 heures, l’ADN 
génomique a été précipité en ajoutant une solution de NaCl pour avoir une concentration 
finale de 1M.  Après 2 heures d’incubation sur glace, une centrifugation de cinq 
minutes à 13 000 rpm a permis de sédimenter l’ADN génomique.  Le surnageant 
contenant l’ADN viral a été récolté et l’ADN s’y trouvant purifié par une extraction 
phénol/chloroforme.  Les antisens sont ensuite séquencés. 
 
 
2.19 Immunobuvardage de type Western 
 
Les cellules utilisées pour les différents Immunobuvardage de type western ont été 
récoltées et lavées deux fois dans 5 ml de PBS.  Le culot a ensuite été resuspendu dans 
200 μl de tampon de lyse Laemmli (10 mM Tris- HCl, pH 7,4, + 150 mM NaCl, 1% 
triton X-100, 0,25% SDS, 1 mM EDTA).  Le lysat cellulaire a ensuite été soniqué (Heat 
system ultrasonic, États-Unis) pour éliminer la viscosité du lysat en fragmentant l’ADN 
de haut poids moléculaire.  Les protéines ont été dosées en utilisant la trousse « Bio-Rad 
Dc Ki » (Hercules, États-Unis). L’absorbance a été mesurée en utilisant le lecteur de 
micro plaques MR 5000 (Dynatech, États-Unis) à une longueur d’onde de 590 nm.  La 
concentration des protéines a été obtenue en comparant l’absorbance des lysats à une 
courbe standard de BSA.  Les échantillons ont été dilués un tampon Laemmli réducteur 
(120 mM Tris- HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20% glycérol, 10% mercaptoethanol, 0,01% bleu 
de bromophenol) pour avoir une concentration finale de 25 ug de protéines dans 20 μl.  
Les protéines ont ensuite été dénaturées en chauffant à 95ºC durant 3 minutes. Par la 
suite, les échantillons ont été chargés sur un gel d’électrophorèse sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) 12% « acrylamide Tris- glycine gel » (NOVEX) et 
la migration a été effectuée à 125 volts durant 3 heures dans le tampon d’électrophorèse 
(15g/l Tris, 72g/l glycine, 5g/l SDS).  Les protéines ont ensuite été transférées sur une 
membrane de nitrocellulose « Trans- Blot membrane » (Bio-Rad Laboratories) en 
utilisant « Trans-Blot SD cell » (Bio-Rad).  Le transfert a été fait à 25 volts durant 30 
minutes dans le tampon Bjerrum & Schafer-Nielson (48 mM Tris, 39 mM glycine, 1,3 
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mM SDS, 20% méthanol, pH 9,2).  La membrane a été bloquée durant 18 heures à 40C 
dans une solution de PBS-T (PBS, 0,1% de Tween20) avec 5% de lait.  La membrane a 
ensuite été lavée deux fois avec 5 ml de PBS-T. 
 
Pour les immunobuvardages contre la PS, 1x106 cellules 293 ont été infectés à une 
MOI de 5 pendant 48 heures pour ensuite être récoltées. L’anticorps de lapin anti-PS 
(222), a été incubé 18 heures avec la membrane à 40C avec une dilution de 1/20 000 
dans du PBS-T.  Ensuite, la membrane a été lavée cinq fois pendant 15 minutes avec 10 
ml de PBS-T, puis incubée une heure avec agitation à température pièce avec l’anticorps 
secondaire anti-lapin (Amersham Bioscience) dilué 1/10 000 dans du PBS-T.  La 
membrane a par la suite été lavée cinq fois 15 minutes avec 10 ml de PBS-T. 
 
Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de lapin anti-E1B55K et anti-
E1B19K (cadeau du Dr. Phil Branton, Université McGill), la membrane a été incubée 1 
heure avec agitation à 40C avec une dilution de 1/3 000 dans du PBS-T.  La membrane a 
ensuite été lavée et incubée avec l’anticorps secondaire anti-lapin comme décrit 
précédemment. 
 
Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de lapin anti-E1B19K (cadeau du 
Dr. Phil Branton, Université McGill), la membrane a été incubée 1 heure avec agitation 
à 40C avec une dilution de 1/2 000 dans du PBS-T. La membrane a ensuite été lavée et 
incubée avec l’anticorps secondaire anti-lapin comme décrit précédemment. 
 
Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de souris anti-actine (MP 
Biomedicals, États-Unis), la membrane a été incubée 1 heure avec agitation à 40C avec 
une dilution de 1/30 000 dans du PBS-T.  Ensuite, la membrane a été lavée cinq fois 
pendant 15 minutes avec 10 ml de PBS-T, puis incubée une heure avec agitation à 
température pièce avec l’anticorps secondaire anti-souris (Amersham Bioscience) dilué 
1/10 000 dans du PBS-T.  La membrane a par la suite été lavée cinq fois pendant 15 




Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de souris anti-Hsp70 (Stressgen, 
Canada), la membrane a été incubée 1 heure avec agitation à 40C à une dilution de 1/2 
000 dans du PBS-T.  Ensuite, la membrane a été lavée cinq fois pendant 15 minutes avec 
10 ml de PBS-T, puis incubée une heure avec agitation à température pièce avec 
l’anticorps secondaire anti-lapin (Amersham Bioscience) dilué 1/10 000 dans du PBS-T.  
La membrane a par la suite été lavée cinq fois pendant 15 minutes avec 10 ml de PBS-T. 
 
Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de souris anti-GFP (Roche, États-
Unis), la membrane a été incubée 1 heure avec agitation à 40C à une dilution de 1/5 000 
dans du PBS-T.  Ensuite, la membrane a été lavée cinq fois pendant 15 minutes avec 10 
ml de PBS-T, puis incubée une heure avec agitation à température pièce avec l’anticorps 
secondaire anti-souris (Amersham Bioscience) dilué 1/10 000 dans du PBS-T.  La 
membrane a par la suite été lavée cinq fois pendant 15 minutes avec 10 ml de PBS-T. 
 
Pour les immunobuvardages utilisant l’anticorps de chèvre anti-Sim1 (Santa Cruz 
Biotechnology, États-Unis), la membrane a été incubée 1 heure avec agitation à 40C à 
une dilution de 1/10 000 dans du PBS-T.  Ensuite, la membrane a été lavée cinq fois 
pendant 15 minutes avec 10 ml de PBS-T, puis incubée une heure avec agitation à 
température pièce avec l’anticorps secondaire anti-chèvre (Amersham Bioscience) dilué 
1/10 000 dans du PBS-T.  La membrane a par la suite été lavée cinq fois pendant 15 
minutes avec 10 ml de PBS-T. 
 
Les membranes ont été révélées en utilisant la trousse « ECL chimioluminescent 
detection » (Amersham Bioscience) et les films Kodak BIOMAX MR (Eastem Kodak 
Rochester, États-Unis) ont été utilisés pour enregistrer le signal. 
 
 
2.20 Production du lentivirus recombinant exprimant E1B-55K 
 
Le vecteur lentiviral est produit en transfectant le plasmide pRRL.cPPT.CMV-
55K.WPRE (décrit à la section 2.2) dans la lignée de production 293SF-PacLV (20).  La 
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journée avant la transfection, 10x106 cellules sont ensemencées dans un pétri de 150 mm 
dans 30 ml de LC-HSFM additionnés de 1% de sérum de veau fœtal (HyClone) et de 
2mM de L-glutamine.  Le jour suivant, 1 heure avant la transfection, le milieu est retiré 
et 18 ml de milieu frais sont ajoutés.  La transfection du plasmide est réalisée en utilisant 
polyethylenimine linéaire 25kDa (Sigma-Aldrich) (PEI): 
 
40 μg de plasmide  
1,5 ml de LC-HSFM 
100 μg de PEI 
 
Après 4 heures, le milieu est changé pour 25 ml de LC-HSFM additionnés de 1% de 
sérum de veau fœtal, de 2mM de L-glutamine, 1 μg/ml doxycycline (Sigma-Aldrich) et 
100 ug/ml de cumate.  Le milieu contenant le vecteur lentiviral est récolté après 48 
heures et passé sur un filtre de 45 μm (Millipore) pour éliminer les débris cellulaires. 
 
 
2.21 Transduction et clonage des cellules BMAdE1 
 
Le jour précédant la transduction, 3 puits d’une plaque de 24 puits sont 
ensemencés avec 4x104 cellules BMAdE1 (décrite à la section 1.7.1) dans 500 μl de LC-
HSFM additionné de 5% de sérum de veau fœtal et de 2 mM de L-glutamine.  Le jour 
suivant, le vecteur lentiviral est préparé pour la transduction de la manière suivante : 
 
1,2 ml du milieu contenant le lentivirus E1B-55K 
60 μl de sérum de veau fœtal (HyClone, États-Unis) 
6 μg/μl de polybrene (Sigma-Aldrich, États-Unis) 
 
Le milieu est aspiré de la plaque 24 puits et 200 μl de préparation lentiviral est ajoutée et 
incubée durant 18 heures.   Ce processus est répété 2 autres fois. 
 
Incubé 10 minutes et ajouté sur 
les cellules 
Incubé 30 minutes à 37 oC
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Après les 3 rondes de transduction, les cellules BMAdE1 sont poolées dans un 
pétri de 60 mm dans 5 ml de milieu LC-HSFM additionné de 5% de sérum de veau fœtal 
et de 2mM de L-glutamine pour qu’un micromanipulateur (Quixell-FP System, États-
Unis) puisse faire la sélection des clones. Quarante-huit clones ont été sélectionnés et 
ensemencés dans une plaque 96 puits selon les conditions de culture habituelle.  Par la 
suite, les clones viables ont été amplifiés et maintenus en culture pour les manipulations 
visant à les caractériser. 
 
 
2.22 Production adénovirale dans les clones BMAdE1 transduits avec E1B-55K 
 
La journée avant l’infection, les clones sélectionnés ont été ensemencés à 5x105 
cellules dans une plaque 6 puits dans 2 ml de LC-HSFM additionnés de 5% de sérum de 
veau fœtal et de 2mM de L-glutamine.  Le jour suivant les cellules sont comptées et 
infectées à une MOI de 5 avec un AdΔE1ΔE3, Ad dl309 ou un adénovirus exprimant le 
FasL (119).  L’infection se fait durant 4 heures dans 1 ml de milieu.  Une fois l’infection 
complétée, le virus est retiré, les cellules lavées avec 5 ml de PBS et 2 ml de milieu frais 
sont ajoutés.  Trois jours plus tard, le virus est récolté par 3 cycles de gel/dégel et la 
concentration est déterminée par un « essai de plages de lyse » et HPLC. 
 
 
2.23 Détection de la séquence WPRE dans les clones sélectionnés 
 
Pour vérifier que les clones ont bien été transduits avec le lentivirus E1B-55K, leur 
ADN génomique a été extrait et la présence de la séquence lentivirale WPRE a été 
détectée par PCR.  L’extraction a été faite avec la trousse « DNeasy tissue kit » 
(Qiagen), le PCR visant a amplifié le WPRE a été fait avec 300 ng d’ADN génomique.  





Amorce 5’ : TCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAG 
Amorce 3’ : AAGGGACGTAGCAGAAGGAC 
 
Le PCR a été effectué en utilisant la trousse « PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads » 
avec les paramètres suivants : 
 
1- 5 minutes à 95oC 
2- 60 secondes à 95oC 
3- 60 secondes à 55oC 
4- 90 secondes à 72oC 
5- 7 minutes à 72oC 
6- ∞ à 4oC 
 
Le produit de PCR correspondant au WPRE (470 pb) a été visualisé sur un un gel 
d’agarose 0,8% et analysé avec l’appareil fluorimager 595 (Molecular Dynamics). 
 
 
2.24 Production adénovirale dans les clones adaptés à la culture en suspension sans 
sérum 
 
La journée avant l’infection, 15x106 cellules ont été ensemencées dans un flacon 
de 125 ml dans 30 ml de milieu LC-HSFM additionné de 2mM de L-glutamine et de 50 
ug/ml de dextran sulphate pour les clones cultivés sans sérum et avec 5% de sérum de 
veau fœtal pour les clones cultivés avec sérum.  Le jour suivant les cellules sont 
centrifugées à 1 000 rpm pendant 5 minutes et resuspendues dans 3 ml de milieu et 
infectées avec le virus AdΔE1ΔE3 à une MOI de 10.  Quatre heures après l’infection, les 
cellules sont lavées avec 10 ml de PBS et resuspendues dans 30 ml de milieu.  Trois 
jours plus tard, le virus est récolté avec un cycle gel/dégel et le titrage est réalisé par 
HPLC. 









3.1 Librairies adénovirales générées par sélection positive 
 
L’adénovirus est un outil de choix pour décoder le fonctionnement de différents 
processus cellulaires.  Par contre, la production d’adénovirus recombinants reste une 
tâche laborieuse qui limite son utilisation.  Clairement, une méthode alternative pour la 
production d’adénovirus recombinants est nécessaire pour satisfaire les besoins toujours 
croissants de la communauté scientifique. 
 
 
3.1.1 Construction des vecteurs de transfert permettant l’expression ectopique de la 
PS 
 
Notre groupe a déjà prouvé qu’il était possible de construire un adénovirus 
recombinant par sélection positive via une expression ectopique du gène de la PS.  Par 
contre, le système développé pour démontrer la viabilité de ce concept nécessite deux 
améliorations si l’on veut rendre le système fonctionnel.  Premièrement, les travaux 
précédents ont été réalisés avec un vecteur où l’expression de la PS et du transgène était 
réalisée à partir du même promoteur grâce à un site d’entrée ribosomal (IRES).  
L’utilisation d’un même promoteur pour exprimer la PS et le transgène limite 
grandement la versatilité du système, car elle ne permet pas de faire une optimisation 
indépendante de l’expression de la PS et du transgène à exprimer.  Il a donc fallu 
reconstruire une cassette d’expression où l’expression de la PS et du transgène était 
réalisée à partir de 2 cassettes d’expression distinctes.  Dans cette configuration il est 
possible, par exemple, d’exprimer un transgène toxique avec un promoteur inductible 
tout en ayant une expression optimale et constitutive de la PS. Deuxièmement, il est 
aussi nécessaire de procéder à l’optimisation de l’expression de la PS, pour être en 
mesure d’augmenter la diversité de la libraire qui ne s’élève qu’à 1 événement de 
recombinaison par 1 000 cellules avec la première version du vecteur.  Nous avons émis 
l’hypothèse qu’une expression trop forte de la PS par le plasmide de transfert peut 
entraîner une transcomplémentation du virus parental qui peut nuire à la diversité.  Dans 
la publication de la preuve de principe (45), la PS était exprimée à partir de promoteurs 
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relativement puissants : TR5 et TR6.  Notre objectif a donc été de construire des 
plasmides de transfert où la PS était sous le contrôle de promoteurs plus faibles que ceux 
utilisés précédemment en espérant ainsi diminuer l’importance de la 
transcomplémentation. 
 
Le promoteur TR5, utilisé dans les travaux précédents pour exprimer PS a été 
modifié pour être inductible à la tétracycline.  De ce promoteur on a dérivé le promoteur 
TR6, dans lequel la boîte TATA du promoteur CMV a été remplacée par la boîte TATA 
du promoteur de la thymidine kinase.  Il est à noter que ces 2 promoteurs n’étaient pas 
complètement « étanches », même en condition de non-induction, ils produisaient assez 
de PS pour permettre la réplication du virus (45).  Dans ces deux constructions, 
l’expression du transgène dépendait de l’expression de la PS ce qui rendait impossible 
l’utilisation d’un promoteur inductible ne permettant pas une expression suffisante de la 
PS en condition non-inductible.  Cette dépendance entre l’expression de la PS et du 
transgène limite la versatilité du système en rendant impossible l’utilisation de 
promoteurs inductibles « étanches », qui sont nécessaires pour la construction de 
vecteurs adénoviraux exprimant un transgène toxique pour la réplication de 
l’adénovirus. Trois nouveaux vecteurs de transfert, utilisant chacun un promoteur 
différent pour l’expression de la PS, ont été construits pour être clonés dans le vecteur de 
transfert de manière à permettre une expression indépendante du transgène.  Comme 
point de départ, nous avons utilisé le promoteur minimal de la thymidine kinase (tk 
TATA). Ce promoteur extrêmement faible devrait être moins puissant que le promoteur 
TR6 en condition non-induite.  Mais en minimisant l’expression de la PS, il se peut que 
le virus recombinant n’exprime plus assez de PS pour avoir un cycle de réplication 
efficace. C’est pourquoi deux autres cassettes d’expression, avec des promoteurs plus 
puissants que tk TATA, ont été construites.  Le promoteur MLP de l’adénovirus, de 
même que le promoteur de la boîte TATA de la « heat-shock protein 70 » (Hsp70 
TATA), ont été utilisés à cet effet.  Dans le contexte d’une infection adénovirale, le 
promoteur MLP permettra une expression soutenue, mais seulement dans la phase 
tardive.  On présume que le promoteur Hsp70 TATA aura une force intermédiaire entre 
tk TATA et MLP.  Avec cet éventail de promoteurs, on espère trouver celui qui 
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permettra de diminuer la transcomplémentation tout en permettant une réplication 
normale du virus recombinant.  Au promoteur et à la PS, on a ajouté le site de 
polyadénylation de l’hormone de croissance bovine à nos cassettes d’expression, ce qui 
permet une expression complètement indépendante de la PS. 
 
La cassette d’expression tk TATA-PS a été construite par PCR de chevauchement 
(stratégie résumée à la figure 12). 
 
 
Figure 12 : Construction des cassettes d’expression de la PS par PCR de 
chevauchement.  La séquence promotrice (PCR#1), la PS (PCR #2) et la séquence 
de polyadénylation (PCR #3) ont été amplifiées par PCR en ajoutant des régions 
homologues à leur extrémité 5’ et/ou 3’.  Ces régions homologues ont ensuite 
permis de faire une fusion de ces différents produits de PCR en réalisant un PCR 
de chevauchement (PCR #4 et PCR #5). 
 
Dans un premier temps, la séquence promotrice a été amplifiée par PCR en 
ajoutant à son extrémité 3’ une séquence d’homologie de la PS.  Ensuite la PS a été 
amplifiée en ajoutant en 5’ une séquence homologue au promoteur et en 3’ une séquence 
homologue au site de polyadénylation.  Finalement, la séquence de polyadénylation a été 
amplifiée avec une région homologue à la PS en 3’.  Ensuite, les produits de PCR de la 
séquence promotrice et PS ont été utilisés comme matrice dans une nouvelle réaction de 
PCR et le produit de cette réaction a été utilisé comme matrice avec le produit de PCR 
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de la séquence de polyadénylation pour obtenir la cassette d’expression complète.  La 
cassette d’expression Hsp70 TATA-PS a été assemblée de manière analogue, mais en 
incluant des sites de restriction de part et d’autre du promoteur.  La cassette MLP-PS a 
donc pu être construite en utilisant ces sites de restriction pour échanger les séquences 
promotrices.   Toutes ces cassettes ont été clonées dans le site AflII du vecteur de 
transfert pAdCMV5-IRES-GFP.  Le site AflII est situé à l’extrémité de la région 





Figure 13 : Construction des nouveaux vecteurs de transfert permettant une 
expression indépendante de la PS.  Toutes les cassettes ont été clonées dans le site 
AflII dans les 2 orientations possibles.  L’orientation distale correspond à celle où le 
promoteur de la PS est en position éloigné de l’activateur du promoteur CMV (enh 
CMV) et l’orientation proximale est définie par la plus grande proximité entre le 
promoteur de la PS et l’enh CMV.  L’association du « leader tri-partite » (ltp) et 
des 2 sites d’épissage (se) permet d’augmenter l’expression du promoteur CMV.  
Cet ensemble constitue le promoteur CMV5. 
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Le promoteur CMV5 utilisé dans nos plasmides de transfert comprend trois éléments : le 
promoteur CMV, une région contenant le « leader tri-partite » et site d’épissage.  Étant 
donné que l’activateur du promoteur CMV peut transactiver les promoteurs 
environnants, le clonage dans le site AflII s’est fait dans deux orientations différentes : 
celle où le promoteur de la PS est éloigné de l’activateur du promoteur CMV, 
l’orientation distale, et celle où le promoteur de la PS est situé à proximité de 
l’activateur du promoteur CMV, la position proximale. On suppose que dans la 
configuration proximale, la plus faible distance entre le promoteur de la PS et 
l’activateur du promoteur CMV signifiera une plus grande transactivation du promoteur 
de la PS.  Le clonage de la cassette d’expression dans le site AflII nous donne une 
configuration où l’expression de la PS est indépendante de l’expression du transgène, ce 
qui rend le système beaucoup plus versatile. 
 
 
3.1.2 Propriétés réplicatives des adénovirus produits par sélection positive avec les 
nouveaux plasmides de transfert 
 
Chacun des plasmides de transfert construit a été utilisé pour générer, par sélection 





Figure 14 : Génération d’adénovirus recombinants par sélection positive.  La 
transfection d’un vecteur de transfert linéarisé exprimant la GFP et la PS, et 
l’infection par un AdΔPS permet une recombinaison entre le vecteur de transfert et 
l’AdΔPS ce qui permet de générer un virus recombinant exprimant la GFP et la PS  
de manière ectopique.  Le virus parental, toujours ΔPS ne pourra pas se répliquer. 
 
  Tous ces adénovirus recombinants expriment désormais leur PS sous le contrôle 
du promoteur tk TATA, Hsp70 TATA ou MLP.  La toute première question à se poser 
est de savoir si les virus recombinants exprimant la PS de manière ectopique sous le 
contrôle de différents promoteurs ont une réplication normale.  Si la quantité de PS 
exprimée est trop faible pour produire une progéniture virale comparable à un virus 
sauvage,  le plasmide de transfert ayant servi à la construction sera rejeté.  Il est inutile 
de construire un Ad recombinant si son amplification n’est pas efficace. 
 
Le premier résultat marquant au niveau de la réplication des virus générés par 
sélection positive est l’extrême importance de l’orientation de la cassette d’expression 
PS pour les promoteurs tk TATA et Hsp70 TATA.  Pour la construction tk TATA en 
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configuration distale, aucune progéniture virale n’est produite.  Avec le promoteur 
Hsp70 dans la même orientation, après un mois, de petites plages de lyse peuvent être 
observées sur les cellules ayant servi au titrage par plages de lyse.  Mais leur 
développement extrêmement lent suggère un défaut prononcé de réplication.  Dans 
l’orientation proximale, les virus recombinants utilisant les promoteurs tk TATA et 
Hsp70 TATA peuvent être amplifiés de manière beaucoup plus efficace (figure 15a) 
confirmant ainsi que l’activateur du promoteur CMV présent dans le promoteur CMV5 
était bel et bien capable de transactiver les promoteurs environnants.  Ces résultats nous 
indiquent aussi que les promoteurs tk TATA et Hsp70 TATA n’étaient pas assez 
puissants par eux-mêmes pour exprimer une quantité suffisante de PS permettant une 
réplication normale de l’adénovirus recombinant.  Ces deux promoteurs ont absolument 
besoins d’être en position proximale pour être stimulés par l’activateur du promoteur 
CMV.   Mais même dans ces conditions, la réplication reste de 5 à 8 fois en deçà de celle 
d’un adénovirus sauvage ce qui représente une différence statistiquement significative 






Figure 15 : Progéniture virale en fonction de l’expression de la PS. (A) progéniture 
virale produite par les virus générés par sélection positive et ayant une expression 
ectopique de la PS.  Le contrôle est le virus PS (sauvage), un virus ΔE1ΔE3 mais 
qui exprime son gène PS de manière normale.  Si le virus MLP-PS (distal) a une 
réplication normale, les virus tk TATA-PS (proximal) et Hsp70 TATA-PS 
(proximal) montrent un défaut prononcé de réplication, soit de 5 à 8 fois en deçà du 
virus sauvage (notez que l’échelle de l’axe des Y est logarithmique).  (B) 
Immunibavardage de type western contre la protéase.  Les extraits cellulaires ont 
été faits avec des cellules infectées par les différents virus pour comparer la 
quantité de PS produite au moment de l’infection.  Le contrôle actine est utilisé 
pour vérifier que la même quantité de protéine a été mise sur le gel. 
 
Le promoteur MLP, plus puissant que les promoteurs tk TATA et Hsp70 TATA, permet 
une réplication normale du virus, et ce, même en orientation distale.  Autrement dit, ce 
promoteur est assez puissant et il n’a pas besoin d’être stimulé par l’activateur du 
promoteur CMV pour exprimer suffisamment de PS.  En orientation proximale, la 
progéniture virale est la même qu’en orientation distale (figure 16, Ad GFP+) indiquant 
que l’expression d’une plus grande quantité de PS ne permet pas d’augmenter la 
réplication du virus.  Il est important que le promoteur exprimant la PS ne soit pas 
dépendant de l’activateur du promoteur CMV présent dans le promoteur CMV5 parce 
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qu’il pourrait arriver qu’un promoteur autre que CMV5 soit utilisé pour exprimer un 
transgène.  
 
Ce résultat est confirmé par un immunobavardage de type western contre la PS 
réalisé avec des cellules infectées par les différents virus générés par sélection positive 
(figure 15b).  Le niveau de PS retrouvé dans une infection avec les virus tk TATA-PS et 
Hsp70 TATA-PS est beaucoup plus faible que lors d’une infection avec le virus sauvage 
ou avec le virus MLP-PS.  Par contre, le niveau de PS du virus MLP-PS reste beaucoup 
plus faible que le niveau du virus sauvage malgré une réplication semblable.  Ce résultat 
confirme une observation faite précédemment, à savoir que de 10% de l’expression de la 
PS par rapport a un virus sauvage est suffisante à la réplication de l’adénovirus (45). 
 
Bref, si tous les promoteurs que nous avons utilisés pour exprimer la PS sont plus 
faibles que ceux utilisés dans les travaux précédents, seule la cassette MLP-PS permet 
une réplication normale du virus. 
 
La construction des différents vecteurs de transfert s’est avérée particulièrement 
problématique.  Les résultats présentés précédemment concernent la version définitive 
du vecteur de transfert, mais avant d’arriver à ce résultat, une première série de vecteurs 
de transfert, pour laquelle l’expression du transgène GFP s’est avérée instable, avait été 
construite. 
 
Le site AflII, utilisé pour faire le clonage des cassettes d’expression de la PS, se 
situe 200 nucléotides avant la fin de la région d’homologie adénovirale utilisée pour 
faire la recombinaison entre le vecteur et l’Ad.  Le clonage d’une cassette d’expression à 
cet endroit ne devait pas en théorie affecter la production d’Ad recombinants puisqu’il 
avait déjà été montré que des vecteurs délétés de ces 200 nucléotides étaient toujours 
aussi efficaces pour produire un vecteur adénoviral (87). Dans la première version 
construite, la cassette d’expression de la PS était donc flanquée en amont de la région 
adénovirale servant à faire la recombinaison et en aval par les 200 nucléotides restants 
de cette même région.  Lorsque le vecteur de transfert MLP-PS a été utilisé pour générer 
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un Ad recombinant par infection/transfection, un nombre anormalement élevé de virus 
recombinants, n’exprimant plus la GFP, a été observé sur des plages de lyse.  Ce résultat 
était complètement inattendu puisqu’en principe tous les virus recombinants, exprimant 
désormais la protéase, devaient aussi exprimer le transgène, la GFP dans le cas présent.  
Pour quantifier ce phénomène, la résultante des différentes infections/transfections 
effectuées avec ces vecteurs a été utilisée pour former des plages de lyse sur un tapis 
cellulaire, par la suite le nombre de plages de lyse n’exprimant plus la GFP a été 
comparé au nombre de plages de lyse total et on a pu établir que 10%-15% des virus 
produits avec les différents vecteurs de transfert n’exprimaient plus la GFP. 
 
Pour tenter d’expliquer ce phénomène, on a procédé à la caractérisation des virus 
recombinants ayant perdu la capacité d’exprimer la GFP.  Dans un premier temps, on a 


















































































Figure 16 : Progéniture des adénovirus recombinants ayant perdu où conservé 
l’expression de la GFP. Le contrôle est le virus PS (sauvage), un virus ΔE1ΔE3 mais 
qui exprime son gène PS de manière normale.  Si les virus MLP-PS ont une 
réplication normale en toute circonstance, le virus tk TATA-PS et Hsp70 TATA-PS 
montrent un défaut prononcé de réplication et ce peu importe l’orientation de la 
cassette d’expression lorsque l’expression de la GFP est perdue.  La concentration 
de la progéniture a été déterminée en comptant les plages de lyse produites au bout 
de 4 semaines sur un tapis cellulaire recouvert d’agarose. 
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Dans un premier temps, on a remarqué que les Ad recombinants utilisant la 
cassette MLP-PS et ayant perdu l’expression de la GFP se répliquent aussi bien que leur 
équivalent GFP+.  Ensuite, la cassette tk TATA-PS produit une progéniture virale GFP+ 
en position proximale, mais aucune en position distale (comme observé précédemment).  
Toujours avec cette cassette, aucun virus GFP- n’a pu être observé pour les orientations 
proximales et distales. Pour ce qui est de la cassette Hsp70-PS, la progéniture virale 
produite par les virus GFP- est comparable à la progéniture des virus GFP+ en position 
distale.  En résumé, pour les cassettes TATA-PS et Hsp70-PS, les Ad GFP+ sont 
réplicatifs en position proximale alors que le virus GFP-, dans la même orientation, ne 
peuvent se répliquer normalement.  Sachant que les virus recombinants ayant conservé 
l’expression de la GFP et exprimant la PS à partir des promoteurs tk TATA-PS et 
Hsp70-PS avait une réplication plus élevée en position proximale grâce à la stimulation 
du promoteur CMV5 et que dans les virus ayant perdu l’expression de la GFP, le défaut 
de réplication se retrouve dans les orientations distales et proximales, on a posé comme 
hypothèse que chez les Ad GFP-, la cassette d’expression du transgène a été perdue suite 
à un événement de recombinaison.  La perte de la cassette signifie que le promoteur 
CMV5 n’est plus présent pour stimuler l’expression de la PS en position proximale, ce 
qui ramène la réplication du virus au même niveau que la position distale.  Dans le cas 
du promoteur MLP, celui-ci étant indépendant de la présence du promoteur CMV5, la 
perte de celui-ci via un événement de recombinaison n’a pas d’impact sur la réplication 
du virus. 
 
Pour expliquer cet événement de recombinaison inattendu, on a posé comme 
hypothèse que les 200 nucléotides résiduels en aval de la cassette d’expression de la PS 
étaient suffisants pour générer un événement de recombinaison responsable de la perte 
de la cassette d’expression du transgène.  Pour vérifier si tel était bien le cas, les Ad 
recombinants générés à partir des différentes cassettes PS et ayant perdu l’expression de 
la GFP ont été amplifiés et leur génome a été purifié puis séquencé pour confirmer la 
nature de la délétion.  Dans toutes les séquences, on a trouvé la cassette d’expression de 
la PS était intacte, mais que le promoteur CMV5 était perdu confirmant ainsi que le 
virus était bien de nature recombinante, mais la l’expression du transgène était perdue. 
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Devant ce résultat, nous avons décidé de reconstruire tous les plasmides de 
transfert (MLP-PS, tk TATA-PS et MLP-PS en orientation proximal et distal) en 
délétant la région de 200 nucléotides que l’on suspectait être responsable de l’événement 
de recombinaison.  Comme prévu, dans la nouvelle version des plasmides de transfert, 
aucun virus recombinant ayant perdu l’expression de la GFP n’a pu être observé.  Les 




3.1.3  Diversité théorique des librairies générées avec les plasmides de transfert 
 
La construction MLP-PS était celle qui exprime le plus de PS et c’était aussi la 
seule qui a permis de générer des virus recombinants capables de se répliquer 
efficacement.  On s’est donc demandé si le haut niveau de PS exprimé par ce plasmide 
de transfert permettait de générer une bonne diversité en évitant la transcomplémentation 
du virus parental.  On se rappelle qu’une expression trop soutenue de la PS par le 
plasmide de transfert peut aller complémenter directement l’AdΔPS sans qu’il y ait eu 
recombinaison, un événement que nous croyons capable d’affecter la diversité. 
 
La diversité théorique représente le nombre de cellules qu’il faut 
infecter/transfecter pour générer un événement de recombinaison entre le plasmide de 
transfert et l’AdΔPS, autrement dit le nombre de cellules nécessaires pour générer un 
adénovirus recombinant.  Pour évaluer cette diversité, on effectue des 
infections/transfections avec une quantité décroissante de cellules.  Pour chaque quantité 
de cellules utilisée, 10 infections/transfections produisant un adénovirus recombinant 
exprimant la GFP sont réalisées et une réaction d’infection/transfection est considérée 
positive si des cellules infectées avec le lysat cellulaire de l’infection/transfection 
génèrent au moins une cellule verte.  La plus petite dilution cellulaire capable de générer 
un adénovirus recombinant 6 fois sur 10 nous donne le nombre de cellules nécessaires 
pour la production d’un adénovirus recombinant.  Le seuil de 6/10 est fixé par la loi de 
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distribution de Poisson.  Cette expérience nous a permis de déterminer le nombre de 
cellules nécessaires  pour générer un événement de recombinaison capable de produire 
un adénovirus recombinant.  À titre d’exemple, si 10 infections/transfections réalisées 
avec 50 cellules génèrent 7 événements positifs  alors que 10 infections/transfections 
réalisées avec 25 cellules génèrent 4 événements positifs, il faudra conclure qu’il faut 
infecter/transfecter 50 cellules pour générer un Ad recombinant. 
  
Il va sans dire que l’efficacité de transfection est un élément critique dans cette 
expérience, si la transfection n’est pas parfaitement optimisée on risque de conclure à 
une absence de diversité alors que ce résultat serait le fruit d’une mauvaise efficacité de 
transfection.  Donc, avant de procéder à cette expérience, différentes méthodes de 
transfection ont été testées pour trouver laquelle était la plus efficace et reproductible.  
Les méthodes testées ont été la transfection par la lipofectamine 2000, le PEI et le 
calcium-phosphate.  La lipofectamine 2000, quoique très efficace, a été rejetée à cause 
de son niveau de toxicité relativement élevé.  Même en utilisant différents ratios 
lipofectamine/ADN, on retrouvait au minimum plus de 30% de mortalité cellulaire.  La 
méthode avec le PEI a permis d’éliminer les problèmes de mortalité cellulaire, mais 
l’efficacité de transfection était très aléatoire.  D’une expérience à l’autre, pour un même 
ratio PEI/ADN, l’efficacité pouvait varier entre 70% et 30% de cellules transfectées.  
Même en variant ce ratio PEI/ADN, il nous a été impossible de trouver des conditions 
dans lesquelles la méthode était reproductible.  Finalement, c’est la méthode de 
transfection par calcium-phosphate qui s’est avérée la plus utilisable pour réaliser cette 
expérience.  Après une optimisation des différents ratios de réactifs et temps 
d’incubation, nous avons pu mettre au point un protocole qui permettait de transfecter 
sur une base régulière de 50%-60% des cellules tout en éliminant les problèmes liés à la 
mortalité cellulaire. 
 
La diversité théorique a donc été mesurée avec les constructions tk TATA-PS, 
Hsp70-PS, MLP-PS et pAdTR6-PS-IRES-GFP.  Cette dernière construction, utilisée 
dans les travaux antérieurs (45), exprime la PS à partir d’un promoteur TR6  qui est plus 
puissant que le promoteur MLP.  Les expériences d’infection/transfection visant à 
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mesurer la diversité ont été réalisées avec 3 MOI différentes, soit 0.03, 0.3 et 3, dans le 
but de déterminer dans quelle condition la diversité était maximale (figure 17). 
 
 
Figure 17 : Schéma expérimental de l’expérience mise au point pour mesurer la 
diversité.  Une transfection est réalisée avec un plasmide de transfert exprimant la 
PS (TR6-PS, MLP-PS, tk TATA-PS et Hsp70-PS) et l’infection est faite avec un 
AdΔPS à une MOI de 0.03, 0.3 et 3.  Deux semaines après l’infection/transfection, la 
plaque 96 puits est soumise à 3 gels/dégels et le lysat cellulaire de chacun des puits, 
contenant le virus recombinant produit par l’infection/transfection, est utilisé pour 
infecter une nouvelle plaque de 96 puits.  Deux semaines plus tard, on calcule le 
nombre de puits positifs pour déterminer la diversité. 
 
Peu importe la construction transfectée, la meilleure diversité (seuil de 6/10) a été 
obtenue en utilisant une MOI du virus AdΔPS de 0,3.  Avec des MOI inférieures ou 
supérieures, la diversité chutait de manière importante.  Avec le vecteur MLP-PS la 
diversité obtenue à 0,3 a été de 1/75 : il faut donc infecter/transfecter 75 cellules pour 












Figure 18 : Mesure de la diversité générée par les vecteurs de transfert. 
Infections/transfections réalisées avec les trois plasmides de transfert construits.  
Comme contrôle, le plasmide pAdTR6-PS-IRES-GFP a été utilisé.  Ce plasmide a 
été utilisé dans nos travaux précédents et exprime la PS à partir d’un promoteur 
TR6.  Ce promoteur est plus fort que les trois promoteurs que nous avons utilisés.  
Le virus recombinant produit exprimant la GFP, le nombre de réactions 
d’infection/transfection positives est déterminé en utilisant le produit de 
l’infection/transfection pour infecter des cellules 293 pour documenter l’apparition 
de cellules vertes. 
 
Il est à noter que les 2 autres plasmides construits (tk TATA-PS et Hsp70 TATA-PS) ont 
fait tout aussi bien que la construction MLP-PS en ce qui a trait à la diversité lorsque la 
MOI est de 0,3 ou 0,03 soit 1/75 et1/625 respectivement.  Avec une MOI de 3, les 2 
constructions tk TATA-PS et Hsp70 TATA-PS ont une diversité inférieure à la 
construction MLP-PS : 1/1250 contre 1/625.   Avec une MOI optimum de 0.3, la 
construction TR6 a nécessité 312 cellules pour avoir un événement de recombinaison.  
Si l’on utilise une MOI inférieure ou supérieure la diversité est ramenée à 1/625 ou 
1/1250. 
 
La conclusion la plus importante relative à ce résultat est la confirmation de notre 
hypothèse à savoir qu’un fort niveau d’expression de PS par le plasmide de transfert 
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peut nuire à la diversité en causant une transcomplémentation du virus parental.  Ce 
phénomène a été le plus apparent lorsque la MOI optimum de 0,3 a été utilisée : dans ces 
conditions, nos constructions génèrent une diversité de 1/75 alors que la construction 
TR6, qui exprime plus de PS, a une diversité que de 1/312.  La diversité moindre 
obtenue avec une MOI de 3 est probablement imputable à un niveau de 
transcomplémentation plus élevé découlant d’un plus grand nombre de virus parental 
(voir section 3.1.5) alors qu’avec la MOI de 0,03, si l’on minimise le niveau probable de 
transcomplémentation, la faible proportion de cellules infectées fait en sorte que la 
probabilité de générer un virus recombinant diminue. 
 
L’objectif premier a donc été atteint, nous avons pu construire un vecteur de 
transfert qui tout en minimisant l’expression de la PS pour maximiser la diversité permet 
une réplication normale des adénovirus recombinants exprimant la PS de manière 
ectopique.  Ce vecteur, pAd-CMV5-IRES-GFP (MLP-PS) pourra donc être utilisé pour 
la construction de librairies adénovirales. 
 
 
3.1.4 Visualisation de l’effet cytopathique causé par la transcomplémentation 
 
Même si nous avons été en mesure de minimiser la transcomplémentation avec les 
plasmides de transfert qui ont été construits, le virus parental généré au moment de 
l’infection/transfection cause tout de même un effet collatéral indésirable.  Pour évaluer 
dans quelle mesure la transcomplémentation permet la réplication du virus parental ΔPS, 
nous avons fait des infections/transfections avec nos constructions et avec les plasmides 
qui ont été publiés précédemment.  Ces 2 plasmides sont pAdTR5-PS-IRES-GFP et 
pAdTR6-PS-IRES-GFP.  Ces 2 constructions expriment la PS à partir d’un promoteur 
TR5 et TR6, TR5 étant plus puissant que TR6. 
 
Les virus recombinants qui ont été obtenus par infection/transfection ont été 
quantifiés par un « essai de plages de lyse » sur des cellules 293.  Avec les cellules 293, 
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le virus recombinant sera en mesure de produire des plages de lyse grâce à l’expression 
ectopique de la PS.  En contrepartie, le virus parental sera toujours ΔPS et ne produira 
pas de plages de lyse.  Donc, en déterminant la concentration des particules infectieuses 
sur des cellules 293, nous obtenons seulement la quantité de virus recombinants générés 
par l’infection/transfection.  À partir de la concentration obtenue en « essai de plages de 
lyse », nous avons infecté un tapis cellulaire avec une MOI de 0,1.  Autrement dit, 
seulement une cellule sur 10 devrait être infectée et montrer un effet cytopathique.  Par 
contre, si l’on remarque un effet cytopathique supérieur, on devra conclure à une 
présence du virus parental.  Même si ce dernier est ΔPS, il n’en demeure pas moins 
capable de produire un effet toxique pour la cellule infectée. 
 
L’effet cytopathique qui a été observé avec nos constructions s’avère relativement 
faible en comparaison avec celui généré par les plasmides pAdTR5-PS-IRES-GFP et 
pAdTR6-PS-IRES-GFP (figure 19). 
 
 
Figure 19 : Effet cytopathique crée par la transcomplémentation du virus parental. 
Un tapis cellulaire à 100% de confluence a été infecté avec une MOI de 0,1 de virus 
recombinants produits par sélection positive.  Tout effet cytopathique supérieur à 
0,1 peut être attribué à la présence du virus parental.  Les images sont disposées en 
fonction de la force du promoteur de la PS : à gauche le promoteur le plus faible et 
à droite le promoteur le plus fort. 
 
Il existe une forte corrélation entre l’effet cytopathique visible et la force du 
promoteur utilisé pour exprimer la PS.  Pour nos 3 constructions, l’effet cytopathique est 
resté faible et le tapis cellulaire est demeuré relativement intact.  Par contre, pour les 
promoteurs TR5 et TR6, la quasi-totalité des cellules a montré un effet cytopathique 
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indiquant une présence importante du virus parental ΔPS.  Ce résultat a confirmé qu’une 
expression trop importante de la PS par le plasmide de transfert est bel et bien capable 
de causer un phénomène de transcomplémentation.  De plus, il est important de rappeler 
que la construction pAdTR6-PS-IRES-GFP génère une diversité 4 fois moins grande que 
nos constructions.  Ce résultat nous a permis de confirmer l’hypothèse voulant que la 
transcomplémentation permette une prolifération du virus parental au dépend du virus 
recombinant, ce qui s’avère délétère pour la diversité de la librairie. 
 
 
3.1.5 Évaluation quantitative de l’effet de transcomplémentation 
 
Ayant démontré l’importance du phénomène de transcomplémentation, il était 
important de savoir dans quelle mesure le virus parental pouvait contaminer le virus 
recombinant produit lors de l’infection/transfection.  Pour ce faire, nous avons remplacé 
la GFP par la dsRed, une protéine de fluorescence rouge, dans notre construction MLP-
PS.  Pour l’infection, nous avons utilisé un virus ΔPS exprimant la GFP dans sa région 
E4.  Le résultat de l’infection/transfection produira donc un virus recombinant 
exprimant à la fois la GFP et la dsRed alors que le virus parental, un sous-produit de 
l’infection/transfection, exprimera seulement la GFP (figure 20a).  Pour s’assurer que ce 
modèle expérimental était capable de discriminer le virus recombinant du virus parental, 
le résultat d’une infection/transfection a été visualisé sur des plages de lyse (figure 20b) 
et comme prévu la distribution de la GFP et de la RFP permet de distinguer les cellules 





Figure 20: Stratégie de production d’un virus recombinant par sélection positive 
suite à une infection/transfection. (A) L’infection/transfection produira un virus 
recombinant, capable d’exprimer la GFP et la dsRed alors que le virus parental 
n’exprimera que la GFP.  Le virus parental est produit par transcomplémentation 
au moment de l’infection/transfection.  Ce dernier peut utiliser la PS produite par 
le vecteur de transfert pour se répliquer normalement. (B)  Le résultat de 
l’infection/transfection produit en (A) a été utilisé pour infecter un tapis de cellules 
293 qui a ensuite été recouvert d’agarose pour former des plages de lyse.  On peut 
voir que dans les plages de lyse non contaminées, la distribution de GFP et de RFP 
est identique alors que dans les plages de lyse contaminées, on retrouve de 
nombreuses cellules exprimant la GFP sans exprimer la dsRed. 
 
L’analyse quantitative a été réalisée par une infection utilisant une MOI 
décroissante allant de 3 à 0,03 et le virus recombinant généré lors de 
l’infection/transfection a subi un titrage sur des cellules 293, où seuls les virus exprimant 
la PS produiront des plages de lyse.  Ensuite, le lysat cellulaire a été utilisé pour infecter 
avec une MOI de 0,1 des cellules 293.  En analysant les cellules infectées en 
cytofluorométrie en flux, il est donc possible d’établir le ratio des cellules infectées par 
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le virus recombinant et le virus parental.  Les cellules infectées par le virus recombinant 
seront vertes et rouges alors que les cellules infectées par le virus parental seront 
uniquement vertes.  L’élément capital de cette expérience est la faible MOI utilisée lors 
de l’infection.  En utilisant une MOI de 1, on aurait pu avoir des cellules infectées à la 
fois par le virus parental et par le virus recombinant.  De telles cellules auraient été 
rouges/vertes et classées comme étant infectées par un virus recombinant ce qui aurait eu 
pour conséquence de sous-estimer la quantité de virus parentaux.  En utilisant une MOI 
de 0,1 on élimine le phénomène de double infection et l’on évite de sous-estimer la 
présence du virus parental. 
 
La première chose qui frappe dans le résultat de cette expérience est l’importance 
de la MOI utilisée au moment de l’infection/transfection (figure 21). 
 
 
Figure 21 : Effet de la MOI sur la concentration et la transcomplémentation.  La 
courbe sigmoïdale représente la concentration de l’adénovirus recombinant 
générée suite à une infection/transfection réalisée avec différente MOI de virus 
ΔPS.  L’histogramme représente le ratio d’adénovirus recombinants et parentaux 
générés suite à l’infection transfection. 
 
Aux MOI supérieures à 0,3 la quantité de virus recombinants produits par 
l’infection/transfection est faible et augmente au fur et à mesure que la MOI utilisée 
diminue pour atteindre un sommet à 0,3.  Aux MOI plus élevées, on favorise le 
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phénomène de transcomplémentation : si plus d’un virus est capable d’infecter une 
cellule, alors la PS produite par le plasmide de transfert pourra transcomplémenter plus 
d’un virus parental.  La prolifération du virus parental se faisant au dépend du virus 
recombinant, on fait en sorte que moins d’adénovirus recombinants sont produits.  La 
diversité de la librairie étant directement en lien avec le nombre de virus recombinants 
produits par l’infection/transfection, à forte MOI lorsque la transcomplémentation est 
favorisée, la diversité diminue (MOI de 3 de la figure 18).  Cette transcomplémentation 
est quantifiable lorsque l’on regarde le ratio de virus recombinant et de virus parental.  
Avec une MOI de 3 et 1, plus de 50% des virus générés sont parentaux, une indication 
supplémentaire que la croissance du virus parental s’est faite au dépend du virus 
recombinant. 
 
Par contre lorsque la MOI est inférieure à 0,3 on peut aussi observer une 
diminution de la quantité de virus recombinants générés par l’infection/transfection.  
Pour qu’un adénovirus recombinant soit produit, la cellule doit être transfectée par le 
plasmide de transfert et infectée par l’AdΔPS.  Avec une MOI inférieure à 0,3 le nombre 
de cellules infectées était tout simplement trop faible : beaucoup de cellules transfectées 
ne sont pas infectées par l’AdΔPS et, par conséquent, aucun virus recombinant ne peut 
être généré.  Avec la diminution de la MOI, on voit aussi une chute importante de la 
quantité de virus parental généré par la transcomplémentation.  Avec une MOI de 0,3  
seulement 40% des virus produits sont parentaux. 
 
La MOI de 0,3 représente donc un bon compromis : 1-on s’assure que 
suffisamment de cellules sont infectées et peuvent donc participer à la génération de 
virus recombinants, mais 2- on s’assure aussi que la transcomplémentation n’affecte pas 
la production de l’adénovirus recombinant de manière trop importante.  On pourrait être 
tenté de croire que le niveau de contamination de 40% de virus parentaux associés avec 
la MOI de 0,3 serait problématique.  Or, il faut se rappeler que lors de la création de 
librairies adénovirales, le virus est isolé par plages de lyse pour être en mesure d’isoler 
des clones viraux.  Lors de cette étape, il suffit donc de bien diluer le virus pour obtenir 
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des plages de lyse isolées.  Ainsi, on peut aisément se débarrasser du virus ΔPS qui est 
incapable de se répliquer. 
 
 
3.1.6 Création de la librairie antisens contre la GFP 
 
Le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) ayant les caractéristiques 
recherchées pour la création de librairies adénovirales, nous avons décidé de le mettre à 
l’épreuve en créant une librairie antisens dirigée contre la GFP.  En plus d’être facile à 
cribler, cette librairie nous permettra de mettre la main sur un antisens qui pourra être 
utilisé pour réguler négativement des transgènes qui sont en fusion ou co-exprimés en 
IRES avec la GFP.  Comme il a déjà été établi qu’une délétion dans un antisens « pleine 
longueur » permettait de trouver des antisens plus efficaces (191), nous avons décidé de 
construire notre librairie en faisant une série de délétion dans l’antisens GFP. La librairie 
a été construite en clonant dans une orientation antisens la GFP présente dans la 
construction MLP-PS.  Par la suite, la séquence anti-GFP a été digérée à l’extrémité 5’ 
ce qui a permis de faire une série de délétion avec l’enzyme ExoIII (figure 22). 
 
 
Figure 22 : Digestion de l’antisens GFP par l’enzyme ExoIII. À 300C, l’enzyme 
ExoIII est capable de déléter 210 paires de bases par minutes.  Les différentes 
bandes présentées sur le gel montrent la progression de l’ExoIII à travers la GFP 




Les délétions ont permis de générer des antisens de différentes longueurs qui ont 
par la suite été poolées pour créer la librairie de plasmide.  La librairie de plasmide a par 
la suite été convertie en librairie adénovirale par infection/transfection de 5 millions de 
cellules 293.  Le résultat de cette infection/transfection a par la suite été utilisé pour 
générer des plages de lyse sur un tapis cellulaire recouvert d’agarose et 192 des 6000 
plages de lyses ainsi produites ont été récoltées pour être amplifiées individuellement en 
infectant 10000 cellules 293 en format 96 puits. Chacun des stocks viraux ainsi produits 
correspond à un clone viral exprimant un élément distinct de la librairie. 
 
 
3.1.7 Criblage préliminaire de la librairie antisens 
 
Pour cribler les différents clones viraux de manière simple et rapide, nous avons 
utilisé la lignée cellulaire 293CymR-CMV5-CuO-GFP (148).  Cette lignée, qui a été 
dérivée des 293 exprime de manière stable la GFP sous le contrôle d’un promoteur 
inductible au cumate.  Le criblage s’est donc effectué en infectant les 293CymR-CMV5-
CuO-GFP avec un de nos 192 clones viraux.  Une fois l’infection complétée, 
l’expression de la GFP a été induite par l’ajout de cumate et le niveau de fluorescence a 
été mesuré.  Question de simplifier l’expérience, nous n’avons pas fait le titrage de 
chacun des 192 clones testés, nous avons simplement supposé qu’ils avaient tous une 
concentration similaire.  Le but du criblage préliminaire est de faire une première 
sélection et ensuite, la concentration des clones sélectionnés sera déterminée en vue 
d’une caractérisation plus exhaustive. 
 
Ce premier criblage nous permet d’apprécier toute la diversité générée par notre 




Figure 23 : Criblage préliminaire de la librairie antisens.  Inhibition de l’expression 
de la GFP dans les cellules 293CymR-CMV5-CuO-GFP induite par les différents 
éléments antisens de la libraire.  L’adénovirus « pleine longueur » correspond à un 
adénovirus exprimant un antisens n’ayant pas subi de délétion. 
 
Un point majeur au niveau du criblage de la librairie concerne le moment auquel la 
GFP doit être induite.  Lors de la première tentative de criblage, l’induction de la GFP 
s’est faite de manière simultanée avec la transduction par les clones adénoviraux.  
Lorsque nous avons procédé au criblage en mesurant l’intensité de la GFP, tous les 
antisens avaient un profil similaire c.-à-d. la répression de l’expression de la GFP était 
faible et qu’il y avait peu de différence entre les différents clones viraux.  Suite à ce 
résultat, nous avons réalisé que la GFP est une protéine extrêmement stable avec une 
demi-vie supérieure à 24 heures (32).  Donc, dans le cas d’une induction et d’une 
transduction simultanée, la quantité de GFP produite dans les heures qui suivent 
l’induction est suffisante pour interférer avec le criblage, puisque la GFP ainsi produite 
ne sera affectée par l’expression subséquente d’un antisens.  Cette production 
« préliminaire » de GFP a donc généré un bruit de fond qui a rendu ce premier criblage 
inutile. 
 
  Pour que le criblage soit efficace, nous avons décidé de laisser à l’antisens 
suffisamment de temps pour qu’il puisse s’accumuler dans les cellules transduites.  Une 
fois que l’antisens a pu s’exprimer (18 heures après l’infection), on a induit l’expression 
de la GFP.  Dans ces conditions, on ne laisse pas à la GFP l’opportunité de créer un bruit 
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de fond en s’accumulant dans les cellules puisqu’au moment où son expression débute, 
l’antisens est déjà présent en bonne quantité. 
 
Un des contrôles importants est l’infection avec un adénovirus vide ΔE1ΔE3.   Ce 
virus permet de voir que la simple infection adénovirale affecte l’induction de la GFP.  
Si l’on compare à des cellules infectées et non infectées, une infection avec le virus vide 
produit une réduction de l’expression non spécifique supérieure à 50%.  Par conséquent, 
le niveau basal utilisé pour calculer la capacité de nos antisens à réprimer l’expression 
de la GFP sera celui produit par le virus vide.  Le virus avec l’antisens « pleine 
longueur » a une capacité relativement modeste à réprimer l’expression de la GFP, 
surtout lorsqu’on le compare avec les meilleurs éléments de la librairie.  Le résultat de 
ce criblage préliminaire a été divisé en trois zones.  Trois clones viraux ont été 
sélectionnés dans chaque zone et ont été soumis à une caractérisation plus exhaustive. 
 
 
3.1.8 Analyse quantitative des anti-sens sélectionnés 
 
La première analyse reprend ce qui a été fait lors du criblage préliminaire sauf que 
cette fois-ci, la concentration des neuf clones sélectionnés a été déterminée pour 
s’assurer que l’infection se faisait avec une MOI de 5.  Les résultats de cette analyse 





Figure 24 : Caractérisation des neuf clones viraux sélectionnés suite au criblage 
préliminaire.  Trois clones ont été sélectionnés dans chaque zone de la figure 23.  
Les contrôles sont les mêmes que ceux utilisés précédemment. 
 
Les trois clones provenant de la zone 1 sont ceux qui ont le mieux performé, notamment 
le clone 109.  Ce dernier est quatre fois meilleur que le virus vide et 2 fois meilleur que 
le virus avec un antisens « pleine longueur ».  Les clones prélevés dans les zones 2 et 3 
ont un comportement analogue à celui observé lors du criblage préliminaire.  Ces 
résultats ont été confirmés par un immunobavardage de type western en infectant des 








Figure 25 : Inhibition de l’expression de la GFP par les clones viraux. Des cellules 
293CymR-CMV5-CuO-GFP ont été infectées à une MOI de 5.  Six heures post 
infection l’expression de la GFP a été induite par l’ajout de cumate et 3 jours plus 
tard, le lysat cellulaire a été récupéré et la GFP a été détecté par immunobavardage 
de type western. 
 
Notre meilleur clone a aussi été testé dans des cellules A549.  Cette lignée 
cellulaire ne possédant pas de région E1, il n’y aura pas de réplication de l’ADN viral 
suite à l’infection.  Par conséquent, on peut contrôler de manière précise le nombre de 
copies du gène sens et antisens.  Dans cette expérience nous avons utilisé une MOI 
croissante du clone viral portant la séquence antisens (0 à 1000) et la GFP a été livrée 





Figure 26 : Inhibition de l’expression de la GFP dans des cellules A549.  L’infection 
avec le virus rapporteur exprimant la GFP s’est faite avec une MOI constante de 
200.  L’infection avec le clone 109 et les différents contrôles est faite avec une 
de 1000, 500, 250, 125, 62, 30, 15 et 0. 
 
Le virus vide nous donne l’inhibition non spécifique, c'est-à-dire l’inhibition de 
l’expression de la GFP causée par l’infection adénovirale.  Avec une MOI de 1000, cette 
inhibition non spécifique est de 3 fois.  Avec la même MOI, le virus « pleine longueur » 
donne une  inhibition de 18 fois et le clone 109 une inhibition de 35 fois.  On peut donc 
conclure que l’antisens 109 a une activité spécifique importante.   Pour une MOI de 250, 
le nombre de séquences sens et antisens sont en proportion presque identique.  Dans ces 
conditions, l’inhibition non spécifique est de 1,2 fois alors que l’antisens « pleine 
longueur » inhibe l’expression de la GFP 4 fois et le clone 109 de 10 fois.  Nous 
pouvons donc conclure que la librairie de délétion nous a permis de trouver un antisens 
très efficace qui performe mieux que l’antisens « pleine longueur ». 
 
 
3.1.9  Vérification des séquences antisens 
 
Pour s’assurer que la librairie adénovirale contenait bien et bien des éléments 
différents, la séquence des antisens présents dans chacun des clones a été séquencée.  
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Ceux-ci ont été utilisés pour infecter des cellules 293 et trois jours après l’infection, 
l’ADN viral de chacun de chacun des clones produits lors de l’infection a été isolé dans 
le but de séquencer l’antisens GFP.  Tous les clones contenaient des antisens de tailles 
différentes (séquences à l’annexe II). 
 
Le meilleur antisens (no.109) possède une délétion de 231 nucléotides  alors que 
les 2 autres antisens du groupe 1 ont subi des délétions de 116 et 287 nucléotides 
respectivement.  Dans les antisens des groupes 2 et 3, on retrouve des délétions de 
différentes tailles; la plus petite correspond à la perte de 378 nucléotides alors que pour 
la plus grande, 503 nucléotides ont été perdus.  On peut donc supposer que la délétion 
des 287 premiers nucléotides permet de retirer une région qui affecte négativement 
l’antisens « pleine longueur », alors que les délétions au-delà du 378e nucléotide 
éliminent une région qui est importante pour les propriétés inhibitrices de l’antisens. 
 
 
3.1.10  Versatilité du système de construction de vecteurs adénoviraux : étude du 
rôle du gène Sim1 dans le contrôle de la satiété 
 
Si le système de construction de vecteur adénoviraux a été développé pour 
construire des librairies, il n’en demeure pas moins très efficace si l’on désire construire 
un vecteur bien spécifique.  En effet, la méthode mise au point permettant de 
sélectionner le virus recombinant tout en éliminant le virus parental, la construction d’un 
vecteur par sélection positive fera en sorte que celui-ci sera généré efficacement dans un 
délai relativement court par rapport aux autres méthodes de construction actuellement 
disponibles.  C’est pour cette raison que la méthode développée a été utilisée dans le 
cadre d’une collaboration avec le centre de recherche de l’hôpital Sainte-Justine visant à 
déterminer que le gène Sim1, codant pour un facteur de transcription,  jouait un rôle dans 
le mécanisme de faim et satiété (227).  
 
Sim1 est exprimé de manière constitutive dans la région nucléaire paraventriculaire 
du cerveau (PVN), de plus cette région est aussi impliquée dans le contrôle de la balance 
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énergétique en régulant à la fois l’apport calorique et les dépenses énergétiques (94).  
Pour déterminer si Sim1 joue un rôle dans le mécanisme de faim et satiété, nous avons 
utilisé la sélection positive pour créer 2 adénovirus recombinants.  Un premier qui 
exprime Sim1 conjugué à un IRES, permettant ainsi une expression concomitante de la 
GFP.  Le second adénovirus recombinant a été construit pour exprimer la RFP sous le 
contrôle d’un promoteur CMV et un ARN avec une structure en épingle à cheveu 
(shRNA) dirigé contre Sim1 sous le contrôle d’un promoteur H1 de l’ARN polymérase 
III.  Par la suite, on a procédé à une amplification des vecteurs ainsi construits pour 
tester s’ils étaient fonctionnels pour moduler l’expression de Sim1. 
 
Il a été montré que l’infection de cellules 293 par l’Ad-Sim1 était apte à produire 
une quantité abondante de cette protéine (figure 27a).  Dans le cas de la co-infection 
conjointe de cellules 293 par le virus Ad-Sim1 et Ad-shRNA-Sim1, le niveau de 
production de la protéine Sim1 est réduit de 60% (figure 27b) alors que si le virus 
exprimant le shRNA est remplacé par un virus contrôle (vide), le niveau d’expression de 






Figure 27 : Répression de l’expression de la protéine Sim1 avec un ARN 
interférence exprimé à partir d’un adénovirus recombinant.  (A) La protéine Sim1 
est détectée dans les cellules infectées avec un Ad-Sim1 mais pas avec l’Ad-contrôle 
(virus vide). (B) Les cellules sont infectées avec une MOI constante (5) d’Ad-Sim1 
et avec une MOI croissante (0, 10, 100) d’Ad-shRNA-Sim1.  Avec une MOI de 10 
d’Ad-shRNA-Sim1, l’expression de Sim1 est réduite de 40%, avec une MOI de 100 
l’expression est réduite de 60%. (C) La substitution de l’Ad-shRNA-Sim1 par un 
Ad contrôle n’affecte pas l’expression de Sim1. 
 
Le promoteur CMV, utilisé pour exprimer Sim1, était beaucoup plus fort que 
l’expression du promoteur H1, utilisé pour exprimer le shRNA, il est normal de 
n’obtenir qu’une inhibition de 60% malgré un excès de 20 fois d’Ad-shRNA-Sim1 par 
rapport à l’Ad-Sim1. 
 
Ayant démontré la fonctionnalité des vecteurs adénoviraux construits, ceux-ci ont 
été amplifiés, leurs concentrations évaluées et ils ont envoyé à nos collaborateurs pour 
procéder aux expériences à être réalisées chez la souris.  Il a ainsi pu être démontré 
qu’une injection de l’Ad-shRNA-Sim1 dans le PVN des souris pouvait augmenter 
l’apport calorique jusqu’à 22%.  À l’opposé, l’injection de l’Ad-Sim1 a pu réduire 
l’apport calorique de 20%.  L’expression de Sim1 et du shRNA-Sim1 a pu être aisément 
mesurée chez les souris traitées en mesurant les niveaux respectifs de GFP et de RFP.  
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Ces résultats suggèrent que Sim1 fait partie intégrante du mécanisme régulant la faim et 
satiété. 
 
Cette collaboration a aussi permis de démontrer qu’il était possible non seulement 
de générer rapidement et efficacement une quantité suffisante d’Ad recombinants par 
sélection positive, mais qu’en plus l’expression ectopique de la PS ne compromettait pas 
l’utilisation de ces virus dans un modèle animal.  Ces résultats ont aussi démontré que 
les Ad recombinants produits par sélection positive pouvaient être utilisé pour exprimer 
un shRNA à partir d’un promoteur de l’ARN polymérase III. 
 
 
3.2 Optimisation d’une nouvelle lignée cellulaire pour la production de vecteurs 
adénoviraux délétés E1 
 
La construction d’un vecteur adénoviral de première génération complété, il reste 
toujours le problème de la production, principalement si le vecteur est destiné à être 
utilisé en grande quantité pour des essais in vivo ou pour la production de protéines 
recombinantes en bioréacteur.  Idéalement, une lignée cellulaire utilisée pour la 
production à grande échelle de vecteurs adénoviraux de première génération doit avoir 3 
qualités : 1-répliquer efficacement l’adénovirus, 2-ne pas produire de RCA, et 3-peut-
être cultivée en suspension dans un milieu sans sérum. 
 
 
3.2.1 Problèmes associés à la lignée BMAdE1 
 
Telle qu’expliquée dans l’introduction, la lignée cellulaire BMAdE1 a été 
construite en introduisant une cassette d’expression de la région E1 à l’intérieur de 
cellules A549.  Contrairement aux cellules 293, la région E1 introduite dans les 
BMAdE1 élimine les homologies avec les vecteurs adénoviraux si bien qu’il n’y a pas 
de production de RCA.  Par contre, la production de vecteur de première génération dans 
les BMAdE1 est suboptimale, à peine de 15-30% du niveau de production des cellules 
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293.  Bien que leur capacité à amplifier les adénovirus de première génération sans 
produire de RCA soit un atout majeur, la production des BMAdE1 est tout simplement 
trop faible pour que cette lignée cellulaire se révèle utile pour la production à grande 
échelle de vecteur. 
 
Pour tenter de trouver une explication à la faible production des BMAdE1, nous 
avons décidé de vérifier dans quelle mesure cette lignée cellulaire pouvait exprimer les 
protéines E1A, E1B-19K et E1B-55K.  La comparaison a été faite avec les cellules 293 




Figure 28 : Expressions des protéines associées à la région E1 chez les 293 et les 
BMAdE1.  Les cellules A549 représentent un contrôle négatif, les cellules 293 
représentent un contrôle positif et les BMAdE1 représentent la lignée A549 
exprimant la région E1 de l’Ad.  (A) Immunobavardage de type western contre la 
protéine de la région E1A, le western a été normalisé simultanément avec Hsp70. 
(B)  Immonobavardage de type western contre les protéines E1B-55K et E1B-19K. 
Le western a été normalisé simultanément avec l’actine. 
 
Il n’y a pas de différence entre les cellules 293 et les BMAdE1 au niveau de l’expression 
des protéines E1A et E1B-19K.  Par contre,  l’expression d’E1B-55K dans les BMAdE1 
est nettement inférieure aux cellules 293.  E1B-55K joue plusieurs rôles critiques dans la 
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réplication de l’adénovirus (voir la section 1.4.3 de l’introduction), par conséquent il est 
logique de voir qu’une lignée cellulaire avec une expression inférieure d’E1B-55K par 
rapport aux cellules 293 possède aussi une production inférieure.  Il est à noter que sur le 
western, Hsp70 a été utilisé comme contrôle pour s’assurer que la même quantité de 
protéine avait été chargée sur le gel.  Si la bande correspondante à Hsp70 est plus faible 
chez les A549, ce n’est pas dû à une erreur de dosage, mais à cause de l’expression de la 
région E1.  Il a été prouvé dans la littérature que la région E1 était capable de 
transactiver l’expression d’Hsp70 (153).  Cette expression légèrement différente 
d’Hsp70 dans les A549 ne change rien à l’interprétation du western. 
 
 
3.2.2  Transduction des BMAdE1 avec un lentivirus exprimant E1B-55K 
 
Pour vérifier l’hypothèse voulant que la mauvaise production des BMAdE1 soit 
associée à une expression insuffisante d’E1B-55K, nous avons construit un vecteur de 
transfert lentiviral exprimant cette protéine et une lignée d’encapsidation lentivirale a été 
transfectée avec ce plasmide pour créer un stock de lentivirus recombinant exprimant 
cette protéine.  La transduction des BMAdE1 avec ce lentivirus va permettre 
d’augmenter l’expression d’E1B-55K, ce qui pourrait augmenter leur capacité à 
amplifier les vecteurs adénoviraux de première génération. 
 
Le vecteur lentiviral a été utilisé pour infecter les BMAdE1 et ainsi générer un 
pool de cellules avec une expression potentiellement plus élevée d’E1B-55K que la 
lignée parentale.  Ce pool a été sous-cloné pour trouver des cellules avec une expression 
accrue d’E1B-55K et par la suite, la production de vecteur de première génération a été 
testée pour chacun des sous-clones (stratégie résumée à la figure 29). 
 
La séquence utilisée pour exprimer la protéine E1B-55K ne contient aucune 
homologie avec les vecteurs adénoviraux de première génération.  Comme il a déjà été 
prouvé que les BMAdE1 ne généraient pas de RCA (61), on s’assure ainsi que les sous-





Figure 29 : Construction d’une nouvelle lignée cellulaire à partir des BMAdE1. Un 
vecteur lentiviral est transfecté dans la lignée de production 293SF-PacLV (20) ce 
qui permet de produire un lentivirus exprimant E1B-55K.  Ce virus a été utilisé 
pour transduire les BMAdE1 créant ainsi un pool qui sera sous-cloné avec un 
micromanipulateur.  Parmi les sous-clones, on cherchera ceux exprimant le plus de 




Un micromanipulateur, permettant de sélectionner individuellement des cellules, a 
été utilisé pour isoler 48 sous-clones à partir du pool BMAdE1 transduit avec le 
lentivirus E1B-55K.  Chacun de ces clones a été ensemencé dans une plaque 96 puits.  
De ces 48 sous-clones, 16 étaient viables et ont pu être cultivés pour procéder à leur 
caractérisation.  Le criblage a donc effectué en quantifiant l’expression d’E1B-55K pour 
trouver les sous-clones qui auront été en mesure d’augmenter leur niveau d’E1B-55K 
grâce à la transduction lentivirale.  Il est à noter que la séquence codande d’E1B-55K 
introduite dans les BMAdE1 ne contient pas d’homologie avec les vecteurs adénoviraux 
de première génération, ce qui garantit qu’aucun RCA ne sera produit. 
 
 
3.2.3 Criblage des sous-clones 
 
Un immunobavardage de type western contre la protéine E1B-55K a été effectué 
pour trouver des cellules exprimant cette protéine en quantité plus importante que la 
lignée parentale (figure 30). 
 
 
Figure 30 : Niveau d’expression d’E1B-55K dans les différents clones. 
L’immunobavardage de type western est dirigé contre la protéine E1B-55K.  Les 
cellules 293 et A549 sont respectivement les contrôles positifs et négatifs.  BMAdE1 
est la lignée parentale transduite avec le lentivirus et le pool est le résultat de cette 
transduction.  Un contrôle d’actine a été utilisé pour s’assurer que la même 




La comparaison du pool avec la lignée parentale confirme que le vecteur lentiviral a fait 
son travail, l’expression d’E1B-55K ayant été substantiellement augmentée.  Par contre, 
on est encore bien en deçà du niveau observable dans les cellules 293.  Au niveau des 
sous-clones, on peut voir une expression très variée d’E1B-55K.  Si quelques clones ne 
semblent pas faire mieux que le parent, les clones 3, 4, 5, 7, 8, 12, 14, et 15 ont un 
niveau d’expression supérieur au pool mais encore inférieur aux cellules 293.  À 
l’exception des clones 3, 4 et 7, qui proliféraient trop lentement pour être utilisés dans de 
futures expériences, tous les clones montrant une meilleure expression d’E1B-55K ont 
été testés pour vérifier si leur production virale a été augmentée. 
 
 
3.2.4 Réplication des adénovirus de première génération dans les clones 
sélectionnés 
 
Les propriétés réplicatives de nos clones ont été testées en utilisant un adénovirus 
ΔE1ΔE3.  Le choix de cet adénovirus a été motivé par le fait que l’expression d’un 
transgène par un adénovirus de première génération peut affecter sa réplication, c’est le 
cas par exemple pour les adénovirus exprimant la GFP.  La première caractérisation 









































Figure 31 : Particules infectieuses produites par une infection avec un adénovirus 
ΔE1ΔE3.  Le nombre de particules infectieuses est mesuré par la formation, sur 2 
semaines, de plages de lyse sur un tapis cellulaire recouvert d’agarose.  Tous les 
clones permettent une réplication statistiquement différente du contrôle BMAdE1 
(test de student, valeur de p de 0,05) 
 
Tous les clones ont une production substantiellement supérieure aux BMAdE1.  
Sachant que tous les clones utilisés dans cette expérience produisent plus d’E1B-55K 
que la lignée parentale, ce résultat confirme que la production insuffisante de cette 
protéine était à l’origine du faible niveau de réplication des adénovirus de première 
génération chez les BMAdE1.  La comparaison avec les cellules 293 est aussi 
intéressante.  Les 293 sont considérées comme les cellules les plus efficaces quand à 
l’amplification des adénovirus de première génération, il est donc surprenant de voir que 
les clones 5 et 8 ont une production capable de rivaliser, sinon de surpasser, ces 
dernières.  Sachant que ces 2 clones expriment moins d’E1B-55K que les 293, on peut 
donc conclure que soit les 293 expriment cette protéine en excès ou encore que les 
capacités réplicatives intrinsèques aux clones 5 et 8 leur permettent de compenser pour 
leur expression plus faible d’E1B-55K. 
 
  Si tous les clones se montrent supérieurs à la lignée parentale, une variation 
clonale est tout de même observable.  Les clones 5, 8, 14 et 15 ont tous une expression 
similaire d’E1B-55K, pourtant seuls les clones 5 et 8 se détachent du lot.  C’est une 
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autre indication que si le niveau d’expression d’E1B-55K est important pour assurer une 
réplication optimale du virus, chacun des clones possède une capacité intrinsèque à 
répliquer un Ad ΔE1ΔE3 qui est indépendante de son expression d’E1B-55K.  Par 
contre, un seuil minimum d’E1B-55K doit être exprimé pour que les meilleures 
propriétés réplicatives d’un clone puissent s’exprimer.  Par exemple, dans la série de 
clones analysée, le 12 est celui exprimant le moins d’E1B-55K, c’est aussi le clone le 
moins efficace.  Mais la capacité intrinsèque de chacun des clones à pouvoir répliquer un 
Ad ΔE1ΔE3 indépendamment de l’expression d’E1B-55K fait en sorte qu’il n’est pas 
possible de corréler directement le niveau d’expression d’E1B-55K et la réplication du 
virus. 
 
Les propriétés réplicatives de nos différents clones ont aussi été vérifiées en 
quantifiant le nombre de particules physiques produites suite à une infection avec un 
























































Figure 32 : Particules physiques produites par une infection avec un adénovirus 
ΔE1ΔE3 et un adénovirus sauvage (dl309).  Le nombre de particules physique est 




Même si le nombre de particules physiques produites lors d’une infection 
adénovirale est en moyenne 7,8 fois plus grand que le nombre de particules infectieuses 
(figure 33), les résultats mesurés en particules physiques corroborent parfaitement ceux 
obtenus avec les particules infectieuses.  Étant donné que le titrage des particules 
physiques par « HPLC » est moins long et fastidieux que le titrage par un « essai de 
plages de lyse » et comme les résultats sont équivalents, dans les prochaines expériences 


























































Figure 33 : Ratio des particules adénovirales physiques et infectieuses produites 
lors d’une infection.  Un stock d’AdΔE1ΔE3 a été amplifié dans différentes lignées 
cellulaires pour ensuite subir un titrage par un « essai de plages de lyse » durant 
deux semaines (particules infectieuses) et par HPLC (particules physiques). 
 
Pour vérifier si nos clones ont atteint leur potentiel maximum de réplication en ce 
qui a trait à l’expression d’E1BB-55K, nous avons vérifié la production adénovirale 
découlant d’une infection avec un virus sauvage dl309 (figure 32).  Le virus dl309 
exprime toutes les protéines nécessaires à sa réplication, y compris E1B-55K.  
L’utilisation de ce virus permet de mesurer la réplication intrinsèque indépendamment 
de l’expression d’E1. Comme on pouvait s’y attendre, le virus dl309 se réplique 
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beaucoup mieux dans les BMAdE1 que le virus ΔE1ΔE3, un résultat logique si l’on tient 
compte de la faible production d’E1B-55K dans cette lignée cellulaire.  Le virus dl309 
étant capable d’exprimer E1B-55K, il peut combler la carence présente au niveau de la 
cellule et se répliquer normalement.  À l’exception du clone 12 et de la lignée BMAdE1, 
tous les autres clones, y compris les cellules 293, ont une réplication semblable du virus 
sauvage et du virus ΔE1ΔE3.  La capacité à répliquer de manière identique un virus 
sauvage et un virus ΔE1ΔE3 nous indique qu’une expression supérieure d’E1B-55K, ou 
de n’importe quelles autres protéines de la région E1 chez ces cellules ne pourrait pas 
augmenter la réplication d’un adénovirus de première génération.  Autrement dit, la 
transduction avec le lentivirus 55K a permis de générer des cellules exprimant 
suffisamment d’E1B-55K.  Même si l’on exprimait une quantité plus importante de cette 
protéine, la réplication d’un virus délété de sa région E1 ne serait pas augmentée.  La 
seule exception est le clone 12 qui montre une réplication supérieure du virus dl309.  
Mais comme indiqué précédemment, le clone 12 est aussi celui qui exprime le moins 
d’E1B-55K.  On peut donc conclure que pour une réplication normale d’un adénovirus 
ΔE1ΔE3, un seuil critique d’E1B-55K doit être exprimé.  Ce seuil est atteint dans les 
cellules 293, et dans les clones 5, 8, 14 et 15.  On peut donc finalement conclure que les 
cellules 293 expriment E1B-55K en excès. 
 
L’infection avec le virus dl309 fait aussi ressortir la capacité intrinsèque d’une 
lignée cellulaire à répliquer un adénovirus indépendamment de l’expression de la région 
E1.  La production de particule physique chez les BMAdE1 pour un adénovirus sauvage 
est substantiellement plus élevée que pour les cellules 293, nous indiquant que sans 
égard à l’expression de la région E1, le potentiel de réplication des BMAdE1 surpasse 
celui des cellules 293. La même chose est aussi vraie pour les clones 5, 8 et 12.  Il faut 
bien réaliser qu’une fois que le niveau d’expression des protéines E1 a été optimisé chez 
une cellule permissive, ce qui influencera la réplication sera le « potentiel intrinsèque » 
de la cellule.  La réplication des adénovirus de première génération n’est pas qu’une 
affaire d’expression d’E1A, E1B-19K et E1B-55K : l’adénovirus a besoin de détourner 
et d’utiliser de nombreux facteurs cellulaires pour pouvoir se répliquer.  On peut 
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supposer que dans la lignée BMAdE1, l’adénovirus est en mesure d’interagir plus 
efficacement avec les différents facteurs cellulaires pour de créer un environnement plus 
propice à sa réplication que dans les cellules 293. 
 
 
3.2.5 Stabilité des sous-clones de BMAdE1 
 
La stabilité de l’expression d’E1B-55K a aussi été vérifiée en effectuant un test de 
production sur des cellules à différents passages (figure 34). 
 
Clone 5











































































































































Figure 34 : Stabilité des sous-clones BMAdE1 transduit avec le vecteur lentiviral 
E1B-55K.  Les clones pris aux passages 0, 10, 20 et 30 ont été infectés avec un 
AdΔE1ΔE3 et la concentration de la progéniture virale produite a été déterminée 
par « HPLC ». Les sous-clones ont été passés 2 fois par semaine. 
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La production étant la même qu’au premier passage, on a pu conclure que 
l’expression était stable, c’est-à-dire qu’elle ne diminuerait pas dans le temps par une 
sélection les cellules exprimant moins d’E1B-55K. 
 
 
3.2.6 Confirmation de la transduction par le vecteur lentiviral 
 
La meilleure expression d’E1B-55K dans les clones sélectionnés peut être 
attribuable à la transduction avec le vecteur lentiviral, mais il est toujours possible que 
cette dernière soit causée par une simple variation clonale, c’est-à-dire par une sélection 
de clones exprimant naturellement plus d’E1B-55K.  Pour nous assurer que l’expression 
d’E1B-55K a bel et bien été augmentée par la transduction lentivirale, nous avons fait un 
PCR sur la séquence WPRE à partir de l’ADN génomique des clones.  La principale 
propriété des vecteurs lentiviraux est leur capacité de s’intégrer dans le génome des 
cellules qu’ils transduisent.  Le « WPRE » (Woodchuck hepatitis virus 
posttranscriptional regulatory element) est une séquence retrouvée dans le vecteur 
lentiviral qui permet d’augmenter l’expression du transgène tout en servant de site de 
polyadénylation (240).  Cette séquence a donc été intégrée dans le génome de la cellule 





Figure 35 : PCR pour la détection de la séquence WPRE fait à partir de l’ADN 
génomique des clones sélectionnés.  Deux contrôles positifs sont utilisés : un 
plasmide lentiviral et une lignée cellulaire possédant uniquement une copie du 
WPRE dans son génome.  Les contrôles négatifs sont les BMAdE1 et les A549 qui 
ont servi à la construction des BMAdE1. 
 
La séquence WPRE est aisément détectable dans tous les clones sélectionnés sauf pour 
le clone 12.  Chez ce dernier, une bande est observable, mais elle est d’intensité moindre 
et sa taille est légèrement inférieure.  Ce résultat indique que le clone 12 n’a pas été 
transduit par un lentivirus.  Rappelons que ce clone était aussi celui exprimant le moins 
d’E1B-55K parmi les clones testés pour leur capacité à répliquer un adénovirus de 
première génération.  Pour les autres clones, on peut conclure que l’expression 
supérieure d’E1B-55K par rapport à la lignée parentale est attribuable à la transduction 
avec le lentivirus. 
 
 
3.2.7 Production d’un adénovirus recombinant exprimant un gène pro-apoptotique 
 
L’expression de FasL dans une cellule peut rapidement induire l’apoptose par 
l’activation de la caspase 8 (155).  Par conséquent, la production d’un adénovirus 
recombinant exprimant le FasL sera une tâche ardue étant donné la capacité de ce virus à 
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provoquer l’apoptose des cellules avant la complétion du cycle de réplication.  Notre 
groupe a déjà démontré que les cellules 293 exprimaient une plus grande quantité de 
caspase 8 que les cellules A549 ayant servi à la construction de BMAdE1 (résultat non 
publié).  En exprimant moins de caspase 8 que les cellules 293, nos 2 meilleurs clones 
dérivés des BMAdE1 sont moins susceptibles d’entrer en apoptose lorsqu’ils sont 
infectés par un adénovirus exprimant le FasL et par conséquent ils permettent une 
meilleure réplication du virus (figure 36). 
 





























Figure 36 : Production de particules physiques suite à une infection avec un 
adénovirus exprimant le FasL.  La concentration est obtenue par « HPLC ». 
 
La différence de production entre nos 2 meilleurs clones et les 293 est considérable.  Le 
clone 5 a une production 10 fois supérieure au 293 lorsque vient le temps d’amplifier un 
adénovirus FasL alors cette différence n’est que de 80% pour un adénovirus ΔE1ΔE3 
(figure 32).  Quoique moins spectaculaire, le résultat avec le clone 8 pointe aussi dans la 
même direction.  La capacité du clone 5 à pouvoir amplifier facilement un adénovirus 
exprimant le FasL signifie que la production de certains adénovirus recombinants 
exprimant des gènes pro-apoptotiques activant la caspase 8 sera désormais une tâche 





3.2.8 Adaptation à la culture en suspension sans sérum 
 
Bien que les clones 5 et 8 se sont montrés capables de produire plus efficacement 
un adénovirus ΔE1ΔE3 que les cellules 293, et ce, sans générer de RCA, ces clones 
doivent absolument être adaptés à la culture en suspension sans sérum pour qu’ils soient 
considérés comme des outils pouvant être utile pour la production à grande échelle. 
 
L’adaptation à la suspension, réalisée avec les clones 5 et 8, s’est révélée 
relativement longue et ardue. Après plus de 10 passages de culture en suspension, les 
cellules formaient systématiquement des agrégats et suivant la formation de ces 
agrégats, la mortalité cellulaire excédait 90%.  Pour résoudre ce problème, nous avons 
fait passer la vitesse de rotation de l’agitateur orbital de 50 à 80, 100 et 150 rpm.  À 80 
rpm, la formation des agrégats était toujours un problème après 10 passages.  Aux 
vitesses supérieures, ce problème disparaissait, mais les forces de friction associées à ces 
hautes vitesses faisaient en sorte que la viabilité cellulaire n’excédait pas les 70%.  Pour 
augmenter la viabilité cellulaire aux vitesses d’incubation supérieures à 100 rpm, du 
pluronique à été ajouté au milieu de culture.  Après de nombreuses tentatives, nous 
avons été en mesure d’ainsi adapter le clone 5 à la suspension en utilisant un milieu 
additionné de pluronique et un agitateur à 100 rpm.  Par contre, nous avons été 
incapables de trouver des conditions permettant une adaptation du clone 8 à la culture en 
suspension. 
 
Pour l’étape suivante, l’adaptation à la culture sans sérum, nous avons donc utilisé 
le clone 5.  La concentration de sérum a été progressivement diminuée de 5% à 1% en 
l’espace de deux mois.  Lorsque le clone a été cultivé pour la toute première fois dans un 
milieu avec 0% de sérum, la majorité des cellules sont mortes et celles qui ont pu 
survivre au sevrage croissaient très lentement.  En fait, la croissance du clone adapté à la 
suspension était si médiocre qu’il était pratiquement inutilisable.  Nous avons donc 
décidé de reprendre le processus d’adaptation.  Comme pour la fois précédente, en 
l’espace de 2 mois, la quantité de sérum a été diminuée progressivement de 5% à 1%.  
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Par contre, lors de l’étape suivante, au lieu d’utiliser un milieu sans sérum nous avons 
utilisé un milieu conditionné par notre clone (à 1% sérum) qui a été dilué à 50% par du 
milieu sans sérum.  Durant 2 mois nous avons diminué progressivement de 50% à 0%.   
Une fois arrivé à 0% au bout de quelques passages un problème agrégation similaire à 
celui rencontré lors de l’adaptation des cultures en suspension a été rencontré.  Le 
processus d’adaptation a donc été repris à partir de la dernière étape utilisant du milieu 
conditionné (avec un aliquot de cellules qui avait été congelé) en utilisant une vitesse 
d’agitation supérieure, mais contrairement à la fois précédente, cette solution n’a pas 
porté fruit.  Le processus a donc été repris (à partir du même aliquot de cellules 
congelées) mais cette fois en additionnant le milieu de culture avec du dextran sulfate 
(233), ce qui a permis de résoudre définitivement ce problème nous permettant ainsi de 
compléter l’adaptation de notre clone à la culture en suspension sans sérum.  La 
croissance du clone 5 en suspension milieux avec et sans sérum a été évaluée sur une 
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Figure 37 : Croissance des cellules 293SF, BMAdE1 et du clone #5 en suspension. 
Courbe de croissance pour (A) le clone 5 avec 5% de sérum, (B) le clone 5 sans 
sérum, (C) Les clones lors de leur phase d’adaptation à 5%, 2,5%, 1% et 0% sérum 
ensemencé à 200 000 cellules/ml, et (D) la ligné 293SF sans sérum.  Les cellules 
viables ont été comptées en triplicata durant 7 jours. 
 
Lorsque le clone 5 est ensemencé à une concentration 500 000 cellules/ml dans un 
milieu sans sérum, les cellules doublent en 24 heures durant leur phase exponentielle et 
la densité cellulaire atteint un facteur de multiplication entre 6 et 8.  Par contre, lorsque 
la culture est démarrée avec une dilution de 200 000 cellules/ml, la prolifération en 
milieu sans sérum est beaucoup plus faible, ce phénomène n’est pas observable avec un 
milieu contenant 5% de sérum.  Avec 5% sérum, la densité cellulaire augmente durant 
les 5 premiers jours, durant lesquels leur temps de doublement excède 30 heures.  
Ensuite, la densité se stabilise alors que dans un milieu sans sérum, celle-ci décroît 
rapidement après 120 heures de culture.  Une courbe de croissance a aussi été réalisée 
avec des cellules prises à chacune de leur phase d’adaptation à la culture sans sérum 
(figure 37c).  Si les cellules adaptées à un milieu avec 2,5% et 1% de sérum ont une 
croissance inférieure aux cellules cultivées avec 5% sérum, le clone adapté au milieu 
sans sérum a une croissance supérieure au clone de départ durant les 120 premières 
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heures.  Ce résultat nous indique que la longue période d’adaptation à la culture en 
milieu sans sérum a permis une optimisation de la croissance dans de pareilles 
conditions.  Lorsque l’on compare la croissance du clone 5 en milieu sans sérum avec 
des cellules 293SF, des cellules 293 adaptées à la culture en suspension sans sérum (33) 
(figure 37d), la prolifération de notre clone démarre plus rapidement et celui-ci peut 
atteindre une densité cellulaire supérieure; le facteur de multiplication des 293SF n’est 
que de 4. Le seul avantage des 293SF par rapport au clone 5 est d’être capable de 
maintenir une bonne viabilité cellulaire lorsqu’elles atteignent leur plateau.  Somme 
toute, notre clone se montre capable d’être cultivé de manière efficace en suspension 
dans un milieu sans sérum. 
 
 
3.2.9 Production de vecteurs de première génération en suspension dans un milieu 
sans sérum 
 
Le clone 5 ayant été adapté à la culture en suspension sans sérum, l’étape suivante 
est de vérifier dans quelle mesure ce clone peut produire efficacement un adénovirus de 
première génération comparativement à la lignée cellulaire 293SF qui est couramment 





























































Figure 38 : Production de particules physiques dans une culture en suspension suite 
à une infection par d’un adénovirus ΔE1ΔE3.  La concentration est obtenue par 
« HPLC ». 
 
Le niveau de production du clone 5 étant le même pour la culture en suspension 
avec et sans sérum, on peut donc conclure que l’utilisation d’un milieu sans sérum 
n’affecte pas la capacité de notre clone à amplifier un adénovirus ΔE1ΔE3.  Notre clone 
se montre aussi supérieur à la lignée cellulaire 293SF qui peut être considérée comme un 
standard de production à grande échelle pour les adénovirus de première génération.  
Comme c’était le cas avec les cellules adhérentes, le clone 5 à une meilleure production 
que son équivalent 293, dans le cas présent, le clone 5 produit 62% plus de particules 
physiques que les 293SF (17 667 particules de plus par cellules).  Donc, non seulement 
notre clone a pu être adapté pour la culture en suspension sans sérum, mais dans ces 
conditions, le clone 5 se comporte mieux que la lignée cellulaire qui est considérée 





3.2.10 Production d’un adénovirus ΔPS en suspension dans un milieu sans sérum 
 
L’AdΔPS était un réactif fréquemment utilisé dans notre laboratoire, la lignée 
adaptée à la culture en suspension sans sérum a été modifiée pour exprimer la PS 
adenovirale de manière à avoir une lignée production pouvant amplifier efficacement ce 
type de vecteur. 
 
Pour ce faire, vecteur de transfert lentiviral exprimant la PS sous le contrôle d’un 
promoteur inductible au cumate a été construit.  Ce vecteur a ensuite été transfecté dans 
une lignée d’encapsidation pour produire un stock de lentivirus capable d’exprimer la PS 
et ce stock a été concentré de manière à pouvoir transduire efficacement le clone 5 
adapté à la culture en suspension sans sérum.  Le clone 5 a donc été infecté à 4 reprises, 
de manière consécutive, avec le lentivirus recombinant, générant ainsi 4 lignées 
cellulaires (la première a été transduite à une seule reprise alors que la 4e a subi 4 
transductions avec le vecteur lentiviral).  Pour démontrer la capacité de ces nouvelles 
lignées cellulaires (BMAdE1-SF-PS 1x, 2x, 3x, 4x) à produire un AdΔPS, chacune des 4 
lignées a été infectée avec un AdΔPS à une MOI de 50.  Trois jours après l’infection, le 
nombre de particules infectieuses produit a été mesuré pour déterminer leur capacité à 





































Figure 39 : Progéniture virale du clone #5, exprimant la PS, produite suite à une 
infection avec un AdΔPS.  Les lignées BMAdE1-SF-PS générées par une 
transduction d’un lentivirus PS du clone #5.  La lignée 1x a été transduite à une 
seule reprise alors que la lignée 4X a  fait l’objet de 4 transductions.  La lignée 
CC8, exprimant déjà la PS adénovirale, est utilisée comme contrôle positif.  La 
lignée contrôle est en mesure de produire 220 particules infectieuses par cellule 
alors que la lignée 4x 14 fois plus efficace. 
 
Si la première transduction ne s’est pas soldée par un gain de production, les 
transductions 2,3 et 4 ont permis d’accroître de manière très importante la production de 
l’AdΔPS.  Ainsi, la lignée ayant subi 4 transductions produit 14 fois plus de particules 
infectieuses que le contrôle CC8, une lignée exprimant la PS et qui était couramment 
utilisée pour amplifier un AdΔPS.  Notez que le gain entre la ligné 3x et 4x est moins 
grand que celui entre la ligné 2x et 3x, ce résultat suggère que dans les premières 
transductions, le gain d’expression de la PS se traduisait par une forte augmentation de 
la production de particules virales.  À partir de la transduction 3x, on peut supposer que 
la PS commence à être exprimée en quantité suffisante pour permettre une réplication 
normale du virus ce qui fait en sorte que dans la lignée 4x le gain reste relativement 






3.2.11 Sous-clonage du clone #5 pour améliorer les niveaux de production de 
vecteurs de première génération en suspension dans un milieu sans sérum 
 
Pour améliorer le niveau de production du clone #5 adapté à la culture en 
suspension sans sérum, nous avons décidé de procéder à son sous-clonage pour 
déterminer s’il était possible d’isoler un clone capable d’amplifier plus efficacement un 
vecteur adénoviral de première génération.  Pour ce faire, nous avons eu recours à 
l’utilisation d’un micromanipulateur qui a permis de sélectionner individuellement des 
cellules à partir d’un pool constitué du clone #5.  Nous avons donc sélectionné 192 
clones avec le micromanipulateur qui ont été ensemencés dans 2 plaques de 96 puits.  
Des 192 clones ainsi sélectionnés, seulement 23 ont survécu au clonage et se sont 
divisés.  Ces 23 clones ont donc été amplifiés et nous avons procédé à leur 
caractérisation pour déterminer s’il était possible d’isoler un sous-clone plus performant 
que le clone parental #5.  Il est à noter que le clone #5, de même que les sous-clones 
adaptés à la suspension, peuvent être cultivés en condition adhérente. 
 
La première caractérisation a été réalisée en infectant chacun des clones, cultivés 
en condition adhérente, avec un AdΔE1ΔE3 exprimant la GFP.  Une fois l’infection 
complétée, la progéniture virale produite par chacun des 23 clones est récoltée et la 















































































































































































Figure 40 : Progéniture virale produite par les sous-clones du clone #5.  Chacune 
des lignées cellulaires est infectée avec un AdΔE1ΔE3 exprimant la GFP.  La 
progéniture virale ainsi produite est récoltée et diluée en série pour infecter des 
cellules 293.  Vingt-quatre heures après l’infection, les cellules 293 sont récoltées, 
fixées à la paraformaldéhyde, et le nombre de cellules vertes pour chacune des 
dilutions est déterminé par cytométrie en flux.  Basées sur le nombre de cellules 
vertes ainsi calculé, nous avons pu déterminer la concentration exprimée en 
particules transductrices de la GFP produites par cellule. 
 
Des 23 sous-clones isolés, 11 ont un niveau de production supérieur à la lignée 
parentale.  Ces clones (indiqués en blanc sur la figure 40) ont donc été mis en culture en 
suspension dans un milieu sans sérum.  Seulement les clones #5-432, #5-580 et #5-63 se 
sont adaptés à ce passage, les autres clones sélectionnés avaient tendance à former des 
agrégats et à avoir une viabilité en deçà du clone parental, nous avons donc décidé de les 
mettre de côté. 
 
La production adénovirale des 3 sous-clones cultivés en suspension dans un milieu 
sans sérum a donc été comparée à la lignée parentale et au 293SF pour savoir dans 
quelle mesure les sous-clones isolés sont en mesure de produire plus efficacement un 























































Figure 41 : Production de particules physiques des sous-clones du clone #5 dans 
une culture en suspension sans sérum suite à une infection par d’un adénovirus 
ΔE1ΔE3.  La concentration est obtenue par « HPLC ». 
 
Aucun des sous-clones cultivés en suspension dans un milieu sans sérum n’est en 
mesure de surpasser la production du clone parental.  Par contre, toutes les 
manipulations réalisées dans le cadre du sous-clonage du clone #5 nous donnent des 
informations importantes sur la stabilité de l’expression de la protéine E1B-55K.  En 
effet, les clones #5-432, #5-580 et #5-63 ont tous été dérivés d’une cellule unique issue 
du clonage avec un micromanipulateur.  Chacune de ces cellules uniques s’est divisée et 
a été gardée en culture durant plusieurs semaines et malgré tous, à la fin du processus, 
chacun des sous-clones a une production équivalente à la lignée parentale.  Donc, malgré 
les très nombreuses divisions réalisées à partir d’une cellule unique, nos sous-clones 
n’ont pas perdu leur capacité de répliquer efficacement un vecteur adénoviral de 
première génération.  Ce résultat nous donne une indication supplémentaire que 












4.1 Nouvelles approches pour une nouvelle ère 
 
Les récents développements dans le domaine de la génomique fonctionnelle,  
l’utilisation croissance de protéines recombinantes comme agents thérapeutiques et les 
innovations constantes dans le champ de la thérapie génique ont fait des vecteurs 
adénoviraux de première génération un point de convergence.  Si les propriétés uniques 
de l’adénovirus confèrent à ce vecteur une place de choix dans ces différents champs 
d’applications, l’utilisation à grande échelle des adénovirus recombinants est 
compromise sur deux fronts: la construction et la production des vecteurs.  Un 
développement technologique des vecteurs adénoviraux apparaît donc comme essentiel 
pour rendre plus efficaces ces deux processus.  Premièrement, nous avons réalisé une 
réingénierie du vecteur de transfert pour permettre une construction plus efficace des 
vecteurs viraux.  Deuxièmement, nous avons aussi travaillé sur la réingénierie des 




4.2 Nouvelle approche de construction : la création de librairies adénovirales par 
sélection positive 
 
Notre groupe ayant démontré qu’il était possible d’utiliser l’expression ectopique 
du gène de la PS pour construire des adénovirus recombinants, notre objectif a été de 
pousser plus loin le développement de ce système pour que ce dernier puisse être utilisé 
dans la construction de librairies adénovirales par sélection positive.  Ce travail de 
développement a été réalisé sur deux axes. Dans un premier temps, nous avons séparé 
l’expression du transgène et de la PS, ce qui donne au système une plus grande 
versatilité en permettant l’utilisation de promoteurs finement régulables pour exprimer 
un transgène qui pourrait s’avérer toxique pour les cellules et/ou l’adénovirus.  Dans un 
deuxième temps, nous avons optimisé l’expression de la PS pour permettre de 




4.2.1 L’optimisation de l’expression de la PS 
 
La construction d’une cassette indépendante d’expression de la PS a été réalisée en 
clonant un segment d’ADN contenant un promoteur, la PS et le BGHpolyA dans le site 
AflII du plasmide de transfert. Ce travail nous a aussi permis d’optimiser l’expression 
ectopique du gène de la PS dans un adénovirus recombinant.  Cette optimisation a été 
rendue essentielle à cause du phénomène de transcomplémentation observable lors d’une 
infection/transfection avec un AdΔPS et un vecteur de transfert exprimant la PS. 
 
Prenons un cas où le promoteur utilisé pour exprimer la PS dans le plasmide de 
transfert serait relativement puissant.  Lors de l’infection/transfection, la PS produite par 
le vecteur de transfert peut directement complémenter l’AdΔPS qui ainsi peut terminer 
son cycle de réplication et produire une particule infectieuse sans avoir eu besoin de 
recombiner avec le plasmide de transfert.  Ce genre de situation, où le virus parental peut 
proliférer au détriment du virus recombinant, affecte grandement la diversité de la 
librairie qui peut être générée par sélection positive.  C’est d’ailleurs ce phénomène qui 
explique pourquoi la diversité des librairies était si faible dans nos travaux précédents 
(45) : les promoteurs utilisés pour exprimer la PS étaient trop forts. 
 
À l’opposé, le promoteur servant à exprimer la PS ne doit pas être trop faible.  La 
PS étant une protéine critique pour le bon déroulement du cycle réplicatif de 
l’adénovirus, un adénovirus recombinant ayant une expression trop faible de sa PS aura 
une réplication sous-optimale.  À ce niveau, il serait contre-productif de vouloir 
contourner le problème de la transcomplémentation en affectant le potentiel réplicatif du 
virus.  Il faut bien se rendre compte que si la librairie permet de mettre la main sur un 
élément intéressant, le virus portant cet élément devra par la suite être produit en grande 
quantité pour être caractérisé et utilisé dans des essais chez les animaux.  Un adénovirus 
recombinant produit par sélection positive qui se révélerait difficile à amplifier ne serait 
pas d’une grande utilité. 
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On voit donc que l’expression de la PS doit être finement régulée dans le plasmide 
de transfert servant à la construction des librairies adénovirales.  C’est ce que nous avons 
réussi à faire en exprimant la PS avec le promoteur MLP: exprimer suffisamment de PS 
pour permettre une réplication normale des adénovirus produits par sélection positive 
tout en étant capables de minimiser le phénomène de transcomplémentation pour 
maximiser la diversité.  Les de promoteurs légèrement plus faibles, comme tk TATA et 
Hsp70 TATA, ne produisaient pas assez de PS pour atteindre le seuil critique permettant 
une réplication normale de l’adénovirus.  Le promoteur MLP est le promoteur naturel de 
la PS.  Lors d’une infection adénovirale, ce promoteur est très peu actif dans la phase 
précoce du cycle, alors que dans la phase tardive son activité est multipliée par un 
facteur de 100 (193).  Lors de l’infection/transfection, tant et aussi longtemps que la 
réplication de l’ADN viral n’a pas débuté, l’expression de la PS par le promoteur MLP 
est probablement plus faible qu’avec les promoteurs TR5 et TR6 utilisés dans les 
travaux précédents.  Ce faisant, on minimise la transcomplémentation pour favoriser la 
diversité de la librairie.  Par contre, une fois la réplication accomplie, le promoteur MLP 
devient très actif et permet une expression suffisante de PS pour permettre une 
réplication normale du virus.  Donc, le promoteur MLP, contrairement aux promoteurs 
TR5 et TR6, permet une réplication normale du virus sans trop affecter la diversité.   
Avec le promoteur MLP, nous avons été en mesure de trouver un compromis permettant 
de réconcilier deux objectifs opposés, soit la réplication virale et la diversité de la 
librairie. 
 
Par contre, même avec le promoteur MLP, la transcomplémentation est toujours 
présente : il s’agit d’un phénomène quasi inévitable dans la mesure où la PS exprimée 
par le plasmide de transfert sera toujours en mesure de permettre la réplication du virus 
parental.  Mais l’utilisation d’un promoteur MLP rend ce phénomène gérable.  Lors de la 
construction de librairies adénovirales, on doit toujours passer par une étape où les 
clones viraux seront isolés en produisant des plages de lyse sur des cellules 293.  Or, le 
virus parental ne pouvant se répliquer sur les 293, il ne produira pas de plages de lyse.  
Lors de l’étape de purification des clones viraux,  il suffira de diluer suffisamment le 
virus recombinant qui a été produit par sélection positive pour s’assurer que des plages 
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de lyse parfaitement isolées seront obtenues. Ainsi, on pourra aisément se débarrasser du 
virus parental.  Dans le cas où la préparation virale ne serait pas assez diluée, on court le 
risque d’avoir une co-infection d’une cellule par un virus recombinant et un virus 
parental.  En pareille circonstance, le virus recombinant peut servir de virus auxiliaire au 
virus parental et permettre sa réplication à l’intérieur de la plage de lyse.  Lorsque cette 
plage de lyse sera récoltée, on traînera donc une contamination parentale.  Dans les 
conditions d’infection/transfection utilisées, 40% des virus générés sont parentaux et 
60% des virus sont réplicatifs.  Lors de la purification des plages de lyse, on obtient 
uniquement la concentration de virus réplicatif.  Si l’on augmente cette concentration de 
40%, on obtiendra la concentration combinée de virus réplicatif et de virus parental.  Si 
cette concentration « totale » implique que le tapis cellulaire a été infecté avec une MOI 
inférieur à 1 lorsque l’agarose a été ajoutée sur les cellules, alors on peut considérer 
comme peu probable la possibilité de co-infection d’une cellule par un virus 
recombinant et parental. 
 
 
4.2.2 La diversité de la librairie 
 
La diversité a été définie comme le nombre de cellules devant être 
infectées/transfectées pour avoir un événement de recombinaison entre le virus parental 
et le vecteur de transfert.  Autrement dit le nombre de cellules nécessaires pour générer 
un virus recombinant.  Avec la construction pAdTR6-PS-IRES-GFP publiée 
précédemment (45), 312 cellules sont nécessaires pour générer un adénovirus 
recombinant.  En optimisant l’expression de la PS, nous avons réduit ce nombre à 75 
cellules pour avoir un adénovirus recombinant.  À titre indicatif, une librairie d’ADNc 
typique de cellules de mammifères compte environ de 3x104 à 1.2x105 éléments 
différents (174).  Pour construire une librairie adénovirale capable de représenter tous 
ces éléments avec le plasmide pAdTR6-PS-IRES-GFP, il faudrait faire une 
infection/transfection sur environ 25 millions de cellules, soit l’équivalent d’un pétri de 
150 mm.  Avec notre plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS), la construction de la 
même librairie nécessiterait une infection/transfection de 6 millions de cellules, soit un 
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simple pétri de 60 mm.  Dans le cas d’une librairie de mutants, qui nécessite une 
diversité bien plus grande, de l’ordre de 109-1010 adénovirus recombinants, il faudrait 
faire l’infection/transfection sur environ 150 millions de cellules, un travail aisément 
réalisable en utilisant une culture en suspension.  Des cellules 293 adaptées à la 
suspension peuvent être transfectées à une densité optimale de 2 millions de cellules par 
ml de culture (139), donc la librairie serait réalisable en utilisant une culture de 75 ml. 
 
La méthode d’infection/transfection a été utilisée sur 5 millions de cellules pour 
générer une librairie antisens dirigée contre la GPF.  Des 6 000 plages de lyse générées 
par cette libraire, 192 ont été repiquées pour être analysées.  Parmi ces clones viraux, 
nous avons été en mesure de trouver un antisens capable de réprimer l’expression de la 
GFP deux fois plus efficacement que l’antisens « pleine longueur », démontrant ainsi 
que le système est valable pour la construction d’une librairie adénovirale.  Il est à noter 
que l’expression d’un antisens peut provoquer une répression d’un gène de manière non 
spécifique en activant la PKR (157).  Par contre, nous pouvons rejeter la possibilité que 
la réduction de l’expression de la GFP que nous avons observée est non spécifique parce 
que notre antisens était exprimé à partir d’un adénovirus produisant l’ARN VA capable 
d’antagoniser la PKR (110).   
 
La méthode de sélection positive qui a été développée a pu être utilisée pour créer 
une librairie de mutants d’un transactivateur chimérique (148).  CymR est un répresseur 
de transcription se fixant à la séquence opératrice CuO retrouvée dans les opérons 
bactériens cmt et cym.  Dans sa configuration répresseur, l’expression est régulée par la 
liaison de CymR sur la séquence opératrice CuO qui a été clonée en aval d’un promoteur 
constitutif.  L’ajout de cumate permet une séquestration de CymR et l’activation de la 
transcription.  Dans la configuration transactivateur, un transactivateur chimérique 
(cTA) est construit par la fusion de CymR au domaine de transactivation VP16.  Le cTA 
active la transcription d’un promoteur CMV minimal lorsqu’il se fixe aux séquences 
opératrices CuO en aval de ce dernier.  En présence de cumate, l’expression sera donc 
réprimée.  Une librairie de mutants a été construite pour trouver un cTA inverse, c.-à-d. 
un cTA qui en présence de cumate va activer la transcription au lieu de la réprimer.  Le 
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cTA a été muté de manière aléatoire par PCR et une librairie adénovirale a été constituée 
à partir de cette banque de mutants.  Le criblage de la librairie s’est effectué en générant 
des plages de lyse sur un tapis cellulaire recouvert d’agarose, en présence et en absence 
de cumate, sur une lignée cellulaire 293 exprimant de manière stable le gène de la β-
galactosidase sous le contrôle d’un promoteur CMV minimal situé en amont de 
séquences opératrices CuO.  Grâce au rapporteur β-galactosidase, le phénotype cTA 
inverse en présence de cumate donnera des plages de lyse bleues et des plages de lyse 
blanches en l’absence de cumate.  Le criblage de 60 000 plages de lyse a permis de 
trouver le phénotype voulu démontrant une nouvelle fois la viabilité de la sélection 
positive pour la création de librairies adénovirales. 
 
Les deux dernières publications où l’on fait état de nouvelles méthodes pour la 
construction de librairies adénovirales ont été publié en 2003 (85, 143).  Bien que ces 
deux groupes ont fait un calcul théorique de la diversité pouvant être générée par leur 
librairie, la disparité des méthodes de production et de calcul fait en sorte qu’il est 
difficile de faire une comparaison entre les différents résultats.  Par contre, ultimement 
on peut définir la diversité comme étant le nombre d’adénovirus recombinants produits 
suivant la conversion de la librairie de plasmide en librairie adénovirale.  En utilisant 
cette définition, il est possible d’évaluer la diversité des différentes méthodes de création 
de librairie en regardant le nombre d’adénovirus recombinants produits par μg d’ADN 
de la librairie plasmidique transfecté.  La méthode développée par McVey et coll. 
consiste à cloner le transgène d’intérêt dans un cosmide contenant le génome d’un 
adénovirus ΔE1ΔE3.  Par la suite, le cosmide est digéré pour libérer le génome 
adénoviral recombinant qui est transfecté dans des cellules permissives pour permettre la 
conversion de la librairie de plasmides en librairie adénovirale.  Selon les données 
présentées, 100 000 adénovirus recombinants peuvent être produits par μg d’ADN 
transfecté.  Un résultat douteux quand on sait qu’il existe une littérature très abondante 
démontrant que la transfection d’un génome adénoviral nu génère tout au plus 50 
adénovirus recombinants par μg d’ADN (27, 34, 69, 87, 105, 147).  La méthode 
développée par Hatanaka et coll. procède à la construction du génome adénoviral 
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recombinant in vitro en utilisant le système Cre/LoxP.  Le génome adénoviral ainsi 
construit est complexé avec la pT pour favoriser sa conversion en particules infectieuses.  
La méthode développée permet de générer 30 000 adénovirus recombinants par μg de 
plasmide transfecté.  Avec notre méthode, la transfection de 4 μg de plasmide permet de 
générer en conditions optimales environ 60 000 adénovirus recombinants, ce qui nous 
donne un ratio de 15 000 adénovirus recombinants par μg d’ADN (figure 21).  Ce 
résultat est comparable à celui Hatanaka et coll., mais il faut voir que leur méthode 
utilise un ADN viral complexé à la pT, une protéine difficile à obtenir en grande 
quantité et qui possède une demi-vie très courte (45).  Si la méthode développée par 
Hatanaka et coll. se prête bien aux expériences à petite échelle (dans un pétri de 60 mm), 
il sera très difficile, voire impossible, d’augmenter la diversité de la librairie en 
transfectant une plus grande quantité d’ADN, dans un pétri de 150 mm ou dans une 
culture en suspension par exemple.  Somme toute, avec notre méthode, contrairement à 
celle Hatanaka et coll., la mise à l’échelle ne pose aucun problème étant donné la facilité 
à produire massivement les 2 réactifs utilisés pour l’infection/transfection.  
 
 
4.2.3 L’amélioration de la diversité 
 
En théorie, une cellule 293 infectée par un adénovirus recombinant peut aisément 
produire plus de 20 000 particules infectieuses.  En d’autres termes, la diversité 
maximum que pourrait atteindre une librairie adénovirale n’est pas d’un adénovirus 
recombinant par 75 cellules, mais bien de 20 000 adénovirus recombinants par cellule.  
En pratique, la diversité est moindre : lors d’une transfection effectuée avec des 
liposomes cationiques, utilisés lors de l’infection/transfection, un maximum de 4 000 
plasmides se rend au noyau (207) et sont donc en mesure de recombiner avec le génome 
viral.  De plus, on estime à 10% la fréquence de recombinaison entre un génome 
adénoviral et un plasmide de transfert (154).  Donc, dans la pratique, la diversité 
maximale de la librairie adénovirale n’est pas de 20 000 adénovirus recombinants par 
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cellules, mais de 400 adénovirus recombinants par cellules.  Trois obstacles importants 
nous empêchent d’atteindre cette diversité. 
 
Premièrement, il y a l’efficacité de la transfection.  Chaque cellule qui n’est pas 
transfectée par le plasmide de transfert ne pourra générer d’adénovirus recombinants et 
contribuer à la diversité.  Autrement dit, chaque cellule qui n’est pas transfectée est 
gaspillée.  Par conséquent, étant donné que l’efficacité de transfection atteinte lors des 
différentes expériences oscillait autour de 50-60%, toute amélioration de l’efficacité de 
transfection se traduira nécessairement par une augmentation de la diversité.  Il faut 
aussi savoir que le plasmide de transfert qui est transfecté doit d’abord être linéarisé 
pour permettre une recombinaison efficace avec le virus parental (84, 86). Or, il a été 
démontré que la transfection d’un plasmide de transfert adénoviral circulaire, qui est 
linéarisé in situ par l’endonucléase SceI exprimée de manière stable chez les cellules 
transfectées, permettait de multiplier par un facteur 10 la génération d’adénovirus 
recombinants (64).  Une des raisons avancées pour expliquer ce phénomène est la plus 
grande facilité à transfecter un ADN circulaire par rapport à un ADN linéarisé.  Il serait 
intéressant de voir si l’utilisation d’un plasmide circulaire suivi de sa linéarisation in situ 
pourrait augmenter la diversité de nos librairies en permettant une meilleure efficacité de 
transfection. 
 
Le deuxième obstacle est la prolifération du virus parental lors de 
l’infection/transfection.  Si une cellule ne peut produire que 400 adénovirus infectieux, 
alors chaque particule virale produite correspondant au virus parental prend la place 
d’un virus recombinant.  L’insertion d’une séquence reconnue par l’endonucléase SceI 
près de l’ITR gauche du virus parental pourrait être un bon moyen de se débarrasser de 
ce dernier.  Si l’ITR gauche du virus parental était clivé par SceI, le virus perdrait les 
éléments actifs en cis qui sont essentiels à l’encapsidation du génome.  La 
transcomplémentation ne permettrait plus la croissance du virus ΔPS. Par contre, en 
recombinant avec le vecteur de transfert, le virus parental regagnerait son ITR gauche, 
permettant ainsi une réplication normale. L’utilisation de l’endonucléase SceI pourrait 
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donc d’augmenter la diversité en linéarisant in situ le vecteur de transfert et en réduisant 
considérablement la présence du virus parental. 
 
Le troisième obstacle affectant la diversité des librairies adénovirales est la 
fréquence de recombinaison entre le vecteur de transfert et le virus parental : cet 
événement dépend entièrement de la cellule.  À cet égard, il a été démontré que dans les 
cellules de mammifère, les phénomènes de recombinaisons homologues diminuaient lors 
de la phase G1 et augmentaient lors de la phase G2/M (178).  Bien que l’expression des 
protéines E1 chez les cellules 293 font en sorte que celles-ci cherchent toujours à 
progresser vers la phase S, il n’en demeure pas moins que cet exemple démontre que la 
fréquence de recombinaison suite à l’infection/transfection sera largement influencée par 
l’état de la cellule.  Le meilleur moyen pour contourner cet obstacle consisterait à 
s’affranchir du mécanisme cellulaire de recombinaison homologue en utilisant une 
lignée cellulaire exprimant la recombinase FLP capable de reconnaître une séquence 
spécifique frt (18).  Il suffirait d’introduire cette séquence dans le vecteur de transfert et 
le virus parental pour que la recombinase, exprimée de manière stable dans les cellules 
293, puisse catalyser l’événement de recombinaison.  Ce système a été utilisé dans la 
production de virus auxiliaire pour la production de vecteurs adénoviraux de troisième 
génération (154).  Dans ce système, le site d’encapsidation du virus auxiliaire est bordé 
par des séquences frt qui permettent l’excision de ce dernier par la recombinase FLP.  
Cette excision permet d’éliminer par recombinaison le site d’encapsidation de 99% des 
virus auxiliaires, prévenant ainsi la contamination des vecteurs de troisième génération 
lors de leur production.  L’utilisation de ce système de recombinaison permettrait de 
faire passer de 10% à presque 100% la fréquence de recombinaison entre le génome 
viral et les 4 000 copies du plasmide de transfert se rendant au noyau lors de 
l’infection/transfection.  Une telle augmentation de la fréquence de recombinaison aura 









Les différents plasmides de transfert construits nous ont permis de confirmer que 
le phénomène de transcomplémentation était néfaste pour la création de librairie par 
sélection positive avec le gène de la PS.  Le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) 
nous a permis de minimiser le phénomène de transcomplémentation tout en permettant 
la production d’adénovirus recombinants se répliquant normalement en exprimant leur 
PS de manière ectopique.  Si ce plasmide ne peut pas éliminer complètement le 
phénomène de transcomplémentation, le problème a été suffisamment minimisé pour 
être gérable.  Le plasmide pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) a été utilisé pour la 
construction d’une librairie antisens dirigée contre la GFP et nous a permis d’isoler un 
nouvel antisens  surpassant sa contrepartie « pleine longueur ».  Ce plasmide a aussi 
permis la construction d’une librairie où 60 000 mutants ont été criblés pour trouver un 
transactivateur chimérique inverse de l’opéron cumate.  Le système pourrait cependant 
faire l’objet d’améliorations qui le rendrait encore plus puissant dans la création de 
libraires de mutants qui demandent des diversités importantes.   Pour terminer, il 
convient de souligner que l’expression ectopique de la PS pourrait avoir d’autres 
applications que la création de librairies adénovirales.  Ce système pourrait par exemple 
servir à la création d’adénovirus capables de se répliquer uniquement dans un type de 
cellule bien précis.  On pourrait construire un adénovirus réplicatif exprimant la PS de 
manière ectopique sous le contrôle du promoteur du gène PSA (122).  Ce promoteur 
étant très actif au niveau du cancer de la prostate, on aurait un adénovirus oncolytique 
qui pourrait se répliquer principalement dans les cellules tumorales. 
 
La méthode développée pouvant servir à créer des librairies adénovirales, elle 
implique aussi la possibilité de créer rapidement un ou des adénovirus recombinants 
pour des études fonctionnelles ou pour la production de protéines recombinantes.  Avec 
les méthodes classiques de production de vecteur, il faut souvent compter plus d’un mois 
avant d’avoir un adénovirus recombinant qui peut être utilisable.  La technique de 
recombinaison dans les cellules 293 entraîne la contamination du stock par le virus 
sauvage et chaque ronde de purification qui sera nécessaire pour se débarrasser du virus 
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prendra environ deux semaines.  Si la technique de recombinaison dans E.coli évite la 
contamination par le virus sauvage, la faible infectivité du génome recombinant produit 
par cette technique signifie que suivant la transfection de cellules 293, il faut compter au 
moins trois semaines avant de voir apparaître le virus.  De plus, suivant l’apparition du 
virus, il faut procéder à son amplification si l’on veut réaliser des expériences in vitro.  
Avec la sélection positive, un peut produire un stock d’adénovirus recombinants pour 
des expériences in vitro, de manière routinière, en moins de deux semaines.  Cette 
capacité à produire très rapidement un vecteur adénoviral est une qualité hautement 
désirable.  Par exemple, si l’on voulait déconstruire une voie de signalisation nucléaire 
en utilisant un ribozyme dirigé contre chacune des protéines impliquées dans cette voie, 
la technique de sélection positive permettrait de générer rapidement les différents 
adénovirus recombinants nécessaires, l’étape limitante serait le clonage du ribozyme 
dans le plasmide de transfert.  Avec les méthodes classiques, la construction d’un grand 
nombre d’adénovirus recombinants aurait été un processus long et fastidieux qui aurait 
été tout aussi limitant que l’étape de clonage.   
 
 
4.3 Nouvelle approche de production : création d’une nouvelle lignée cellulaire 
pour la production de vecteurs adénoviraux de première génération 
 
Si la nouvelle approche de construction de vecteurs adénoviraux de première 
génération par sélection positive représente une avancée majeure, que ce soit pour la 
construction d’une librairie ou la simple construction de vecteurs viraux, l’incapacité de 
produire le vecteur viral généré par la sélection positive à grande échelle limitera l’utilité 
de cette stratégie.  En effet, peu importe l’efficacité de la technique permettant la 
construction du vecteur, si l’on ne peut produire ce dernier en quantité suffisante pour 
des études fonctionnelles in vivo, pour la thérapie génique ou pour la production de 
protéines recombinantes, le gain permis par la sélection positive restera marginal.  En 
d’autres termes, il ne sert à rien de pouvoir construire efficacement un vecteur 




L’un des premiers objectifs de la production à grande échelle sera de limiter, voire 
d’éliminer la génération de RCA lors du processus d’amplification.  La présence de 
RCA, même à un très bas niveau, peut compromettre l’efficacité du transfert de gène 
dans les expériences chez les animaux ou lors de la production de protéines 
recombinantes.  De plus, ceux-ci vont également susciter des inquiétudes quant à la 
biosécurité pour les patients en essais cliniques. 
 
Le second objectif de production à grande échelle sera de maximiser le rendement 
des cultures produisant le vecteur adénoviral. La culture en suspension est vue comme le 
mode de culture de prédilection pour la production des vecteurs adénoviraux, et ce, pour 
deux raisons.  Premièrement, la culture en suspension est plus simple, moins coûteuse et 
sa mise à l’échelle plus facile.  En effet, l’accroissement des rendements de production, 
par l’augmentation de la densité cellulaire et/ou par l’augmentation du volume des 
bioréacteurs, est limité principalement par la composition du milieu de culture et non par 
la surface disponible, comme c’est le cas pour la croissance des cellules adhérentes.  
Deuxièmement, la production à grande échelle doit se faire en milieu sans sérum tant 
pour des motifs de biosécurité que pour des motifs d’ordre économique.  Or, l’adaptation 
en milieu sans sérum est grandement facilitée par le fait que les cellules en suspension 
sont moins dépendantes de certains facteurs de croissance et de certains facteurs 
d’attachements normalement présents dans le sérum. 
 
Pour le moment, seule la lignée PERC.C6© permet une production efficace de 
vecteurs adénoviraux de première génération en milieu sans sérum tout en évitant de 
générer des RCA (50).  Mais son utilisation reste limitée étant donné qu’il faut obtenir 
une licence d’exploitation pour être en mesure de l’utiliser.  Il y a donc encore un besoin 
pour la création d’une lignée productrice pouvant être utilisée dans la production sans 
sérum à grande échelle.  Il est à noter que l’utilisation de notre lignée n’est pas limitée 
par un brevet puisque celle-ci a été construite en utilisant la technologie lentivirale ce 





4.3.1 Optimisation de la lignée cellulaire BMAdE1 
 
La lignée cellulaire BMAdE1, brevetée par notre groupe (137), a été construite en 
introduisant une région E1 dans des cellules A549 (137).  La région E1 utilisée pour 
produire les BMAdE1, contrairement à celle retrouvée dans les cellules 293, élimine les 
homologies avec les vecteurs adénoviraux de première génération si bien que ces 
derniers ne produisent pas de RCA.  Par contre, leur niveau de production est trop faible 
pour constituer une alternative intéressante par rapport aux cellules PER.C6©. 
 
Nous avons montré que la mauvaise production des BMAdE1 pouvait être 
associée à une expression insuffisante de la protéine E1B-55K.  Cette protéine permet 
de : 1- prévenir l’apoptose induite par la région E1A, 2- favoriser l’exportation des ARN 
messagers viraux au détriment des ARN messagers cellulaires, et 3- promouvoir la 
traduction des ARN messager viraux présents dans le cytoplasme (9).  En aucun 
moment, l’observation des cellules BMAdE1 en microscopie optique ne laisse croire que 
ces cellules sont sujettes à l’apoptose.  Ceci laisse donc croire que la mauvaise 
expression d’E1B-55K retrouvée dans ces cellules interfère avec la production de 
l’adénovirus en ne permettant pas une exportation et une traduction efficaces des ARN 
messagers viraux. 
 
L’expression d’E1B-55K a été augmentée dans les cellules BMAdE1 en les 
transduisant avec un lentivirus exprimant cette protéine.  Ce choix a été motivé par la 
démonstration que le lentivirus est un outil efficace pour générer une lignée stable (40).  
Le vecteur utilisé a été pseudotypé par VSV-G, ce qui garantit une bonne efficacité de 
transduction des BMAdE1 (173).  De plus, la transduction lentivirale affecte 
marginalement les profils de transcription et de traduction d’une cellule (145). Ceci nous 
assure que la transduction n’aura pas des effets inattendus sur les BMAdE1. 
 
Suivant la transduction avec le lentivirus E1B-55K, des sous-clones exprimant un 
niveau supérieur de cette protéine ont pu être isolés et nous avons montré que ces 
derniers répliquaient avec une plus grande efficacité les adénovirus de première 
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génération.  Grâce à la transduction avec le lentivirus, nous avons pu isoler les clones 5 
et 8 dont la production est supérieure aux cellules 293.  Un résultat très intéressant si 
l’on considère que cette lignée cellulaire est la plus efficace actuellement disponible 
pour amplifier un adénovirus délété de la région E1. 
 
 
4.3.2 La variation clonale des BMAdE1 
 
Bien que nous ayons pu confirmer que la meilleure expression d’E1B-55K n’était 
pas le fruit d’une simple variation clonale en détectant la séquence WPRE dans le 
génome de nos clones, et bien que nous ayons démontré que c’est l’expression accrue 
d’E1B-55K qui était à l’origine de la meilleure réplication de l’adénovirus, il n’en 
demeure pas moins qu’une certaine variation clonale est toujours présente et influence le 
niveau de production.  Le nombre de particules virales produites par une infection avec 
un virus sauvage dl309 est très révélateur à cet égard.  Ce virus exprimant toutes les 
protéines nécessaires à sa réplication, un niveau de production différent entre deux 
cellules ne saurait être attribuable à une expression différente des protéines de la région 
E1, mais plutôt à la capacité intrinsèque de la cellule à fournir un environnement propice 
à la réplication adénovirale.  En effet, des facteurs cellulaires peuvent contribuer à la 
réplication de l’adénovirus comme cela a été démontré dans la lignée 293 où des sous-
clones plus performants ont pu être isolés.  Ce sous-clonage a permis l’identification 
d’un clone exprimant un niveau plus élevé d’intégrine αvβ3 (126).  Il a été découvert 
que la production supérieure de ces cellules n’était pas causée par un meilleur 
attachement du virus aux récepteurs secondaires, mais par des signaux de survie que les 
intégrines αvβ3 pouvaient transduire suivant une infection par un adénovirus.  Le même 
groupe a aussi démontré que l’expression de ces intégrines était associée à une plus 
grande viabilité dans un milieu de culture avec une faible concentration en sérum.  À cet 
égard, le sous-clonage du clone 5 permettra sans doute d’identifier des cellules avec une 
meilleure production adénovirale.  Alternativement, il pourrait être intéressant de 
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transduire le clone 5 avec le gène de l’intégrine αvβ3 pour voir si la production des 
vecteurs adénoviraux serait augmentée. 
 
  Les cellules BMAdE1 étant celles qui permettent la plus forte réplication du virus 
dl309, on peut donc conclure qu’indépendamment de l’expression de la région E1, la 
présence ou l’absence de certains facteurs cellulaires confère aux BMAdE1 un potentiel 
de réplication supérieur aux cellules 293.  Il serait intéressant d'établir le profil 
d’expression des 293 et des BMAdE1 avec des micropuces à ADN pour trouver les 
facteurs cellulaires potentiellement responsables de la meilleure réplication adénovirale.  
L’identification de candidats potentiels permettrait de pousser plus loin l’ingénierie 
cellulaire des lignées productrices de vecteurs de première génération. 
 
 
4.3.3 L’expression d’E1B-55K a été pleinement optimisée 
 
L’utilisation du dl309 nous a aussi permis de déterminer que les clones 5 et 8 ont 
été pleinement optimisés en ce qui a trait à l’expression d’E1B-55K.  Le virus sauvage 
exprimant cette protéine n’est pas en mesure de se répliquer plus efficacement que le 
virus ΔE1ΔE3, indiquant qu’une augmentation de l’expression d’E1B-55K n’entraînerait 
pas une meilleure réplication des adénovirus de première génération.  Il est à noter 
cependant que les cellules 293 expriment substantiellement plus d’E1B-55K que nos 
meilleurs clones.  On peut donc conclure que la lignée cellulaire 293 exprime en excès 
E1B-55K, que le seuil minimum essentiel pour une réplication normale a été atteint dans 
les clones 5 et 8. 
 
 
4.3.4 Production en suspension dans un milieu sans sérum 
 
Lorsqu’adapté à la culture en suspension en milieu sans sérum, notre clone se 
montre aussi supérieur à la lignée cellulaire 293SF, une lignée actuellement très 
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populaire pour la production de vecteurs de première génération.  Les 293SF produisent 
environ 30 000 particules physiques par cellules.  Si l’on considère qu’il y a de 7-10 fois 
plus de particules physiques produites par cellule que de particules infectieuses, ce 
résultat s’accorde avec les données en particules infectieuses publiées dans la littérature 
(151).  Ne sachant pas quelles étaient les conditions optimales d’infection du clone 5 en 
suspension dans un milieu sans sérum, nous avons utilisé les mêmes paramètres 
d’infection que pour les 293SF.  Par conséquent, il est remarquable que même en 
conditions non optimisées pour le clone 5, ces dernières produisent 33% plus de 
particules que les 293SF.  En optimisant la densité cellulaire au moment de l’infection 
de même que la MOI utilisé et le temps de l’infection, on serait probablement en mesure 
d’augmenter la production du clone 5. 
 
Par contre, la production en suspension dans un milieu sans sérum reste 
significativement moins élevée que la production des cellules adhérentes.  Ce résultat 
peut être expliqué par les conditions non optimisées de production.  Par exemple, il a été 
observé qu’à partir d’une certaine densité cellulaire, les cellules 293SF pouvaient 
produire des inhibiteurs compromettant la production du vecteur (68).  L’apparition de 
ces inhibiteurs peut être contrecarrée en optimisant le milieu de culture (150).  La 
variation clonale qui est apparue au moment où les cellules ont été adaptées à la culture 
en suspension sans sérum peut aussi être à l’origine de ce déclin de production.  Le 
processus d’adaptation a créé une forte pression sélective sur les cellules et il est 
pratiquement inévitable de voir apparaître une certaine hétérogénéité au niveau de la 
population cellulaire.  Lors de l’adaptation des cellules 293 à la culture en suspension 
sans sérum, il a été démontré qu’en sous-clonant la lignée cellulaire, il était possible de 
trouver des sous-clones avec des qualités supérieures pour la production à grande échelle 
(33).  Il ne fait donc pas de doute que le sous-clonage du clone 5 adapté à la suspension 







4.3.5 Comparaison avec les autres lignées de production 
 
Récemment, deux lignées cellulaires dérivées des A549 et capables de produire 
des vecteurs adénoviraux de première génération ont été décrites (52, 97).  Bien qu’il 
soit impossible de comparer directement les résultats de production de particules 
physiques à cause des méthodes de quantification différentes, on peut tout de même 
comparer l’efficacité de ces lignées étant donné qu’elles ont été comparées aux cellules 
293.  Pour les deux publications, la production en particules physiques est la même dans 
la lignée développée et dans les cellules 293.  Si l’on suppose que le clone 293 utilisé 
dans ces deux publications est le même que celui utilisé dans notre laboratoire, alors on 
peut conclure à la supériorité du clone 5 dont la production est 2 fois supérieurs aux 
cellules 293.  De plus, il faut aussi noter qu’aucune de ces lignées cellulaires n’a été 
adaptée à la culture en suspension en milieu sans sérum.  Actuellement, il n’existe 
qu’une seule lignée capable de produire des vecteurs adénoviraux de première 
génération en suspension dans un milieu sans sérum, sans produire de RCA : les 
PER.C6©.  Ces cellules sont les plus utilisées dans la production d’adénovirus de 
première génération destinés aux essais cliniques.  N’ayant pas accès à ces cellules, nous 
n’avons pas été en mesure de les comparer directement aux nôtres.  Par contre, Farson et 
coll. (52) ont pu comparer la production adénovirale des PER.C6© par rapport aux 
cellules 293 et ces dernières s’avèrent équivalentes dans les 2 cas.  Sur la base de ces 
résultats, et encore une fois en assumant que le clone de cellules 293 est le même, on 
peut donc conclure que le clone 5 a probablement une production supérieure aux 
PER.C6©.  Par contre, cette comparaison doit être considérée avec prudence, car seule 
une comparaison directe permet de véritablement savoir quel est le niveau de production 
d’un clone par rapport à un autre.  Une comparaison en faisant une standardisation par 
rapport aux cellules 293 est toujours hasardeuse étant donné que nous ne pouvons être 
certains de travailler avec le même clone de cellules 293. 
 
Nous avons aussi démontré que les clones 5 et 8, dérivés des BMAdE1, étaient en 
mesure d’amplifier efficacement un adénovirus exprimant un transgène pro-apoptotique 
activant la caspase 8. Cette caractéristique pourrait s’avérer avantageuse dans plusieurs 
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situations.  Par exemple, la compagnie VirRx a développé un adénovirus oncolytique 
exprimant l’interféron-α (192).  L’Interféron-α étant capable de déclencher l’apoptose 
en activant la caspase 8, notre lignée cellulaire pourrait s’avérer très utile pour la 
production à grande échelle de ce vecteur thérapeutique. 
 
Les expériences d’amplification d’un adénovirus exprimant le FasL nous donnent 
aussi une information très importante sur la nécessité de disposer de plusieurs lignées 
cellulaires pour la production à grande échelle.  Par exemple, nous avons montré que les 
BMAdE1 étaient inférieures aux cellules 293 pour produire un adénovirus vide.  Par 
contre, la production d’un adénovirus FasL dans les BMAdE1 est supérieure à celle des 
cellules 293.  Ce résultat nous montre que si un adénovirus exprimant un transgène 
donné ne peut être amplifié dans une lignée cellulaire, la situation pourrait être différente 
dans une autre lignée, d’où l’importance d’explorer différentes lignées cellulaires pour la 
production de vecteurs de première génération.  Plus grand sera le nombre de lignées 
disponibles, plus faibles seront les chances de se retrouver dans une situation où il sera 





Les cellules BMAdE1 sont en mesure d’amplifier les adénovirus de première 
génération sans générer de RCA (61).  Par contre, le niveau de production des BMAdE1 
s’avère faible, seulement 15% à 30% du niveau de production des cellules 293.  Nous 
avons établi que cette faible production pouvait être attribuable à une expression 
insuffisante d’E1B-55K.  L’expression de cette protéine a été augmentée en transduisant 
les  BMAdE1 avec un lentivirus exprimant cette protéine.  Pour conserver la capacité de 
la lignée cellulaire à produire des Ad de première génération sans générer de RCA, le 
vecteur lentiviral utilisé pour la transduction de l’E1B-55K ne contient aucune région 
homologue avec le vecteur adénoviral, ce qui permet, comme dans le cas des BMAdE1, 
de prévenir le phénomène de recombinaison homologue entre le vecteur et la cellule. 
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Suivant la transduction, des clones avec une meilleure production d’E1B-55K ont été 
isolés.  Ces clones ont tous une production supérieure à la lignée parentale et le clone 5 à 
une production supérieure aux cellules 293.  Ce clone, une fois adapté à la culture en 
suspension sans sérum, a une production supérieure au 293SF.  En conclusion, nous 
avons été capables de construire une nouvelle lignée cellulaire ne produisant pas de 
RCA et qui peut être utilisée pour la production de vecteurs adénoviraux de première 
génération à grande échelle dans une culture en suspension sans sérum. 
 
 
4.4 La construction et la production de vecteurs de première génération : plus 
efficace que jamais 
 
Les vecteurs adénoviraux de première génération ont de nombreuses qualités  qui 
en font des outils de choix en génomique fonctionnelle, pour la production de protéines 
recombinantes ou pour la thérapie génique.  Premièrement, l’adénovirus peut se 
répliquer à de hautes concentrations, ils peuvent transduire un grand nombre de cellules 
différentes avec une efficacité de 100% et la transduction virale ne requiert pas de 
division cellulaire ou l’intégration du chromosome virale. 
 
Nous avons établi qu’avec la réingénierie conjointe du vecteur de transfert et de la 
lignée de production, l’utilisation de vecteurs adénoviraux de première génération sera 
beaucoup plus aisée et conviviale que dans le passé.  Ces réingénieries feront des 
vecteurs adénoviraux des outils d’une grande utilité dans de nombreux domaines 
d’études.  Par exemple, la construction rapide de vecteurs et la production efficace à 
grande échelle jumelée aux plus récentes innovations en matière de production de 
protéines recombinantes à partir de vecteurs adénoviraux dans les cellules CHO (62) fait 
en sorte qu’il est désormais possible de produire plusieurs milligrammes d’une batterie 
de protéines recombinantes, ce qui permet de disposer rapidement d’une quantité 




La délétion de tous les gènes viraux, telle que celle retrouvée dans les vecteurs de 
troisième génération, est probablement la solution la plus radicale pour éliminer les RCA 
et la réponse immunitaire dirigée contre le vecteur adénoviral.  Cependant, même dans le 
contexte où l’utilisation des vecteurs de troisième génération devient de plus en plus 
importante, la lignée développée dans cette thèse n’en conserve pas moins son utilité.  
En effet, la production des vecteurs de troisième génération nécessite l’utilisation d’un 
virus auxiliaire qui est lui-même un vecteur de première génération modifié de manière à 
ce que sa séquence d’encapsidation, flanquée de sites loxP, puisse être excisée par la 
recombinase Cre, prévenant ainsi sa réplication en empêchant ainsi l’encapsidation de 
son génome  (167).  Lors de la production du virus auxiliaire dans les cellules 293, il 
peut y avoir génération de RCA qui auront perdu les sites loxP nécessaires à l’excision 
de la séquence d’encapsidation.  Si un vecteur de troisième génération est produit avec 
un virus auxiliaire contaminé par des RCA, le stock d’Ad de troisième génération ainsi 
préparé sera à son tour contaminé par un Ad réplicatif qui pourra induire une réponse 
immunitaire lors de son injection chez le patient, éliminant du même coup les avantages 
reliés à l’utilisation d’un vecteur de troisième génération.  Donc, même avec un vecteur 
de troisième génération, la problématique des RCA demeure présente et nécessitera des 
actions pour que la production du vecteur réponde à des normes de qualités strictes.  La 
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ANNEXE I : RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES -  DÉVELOPPEMENT DE 





Ce projet, qui traite du développement d’une nouvelle méthode de production de 
vecteurs Adeno-Associated Virus (AAV), se situe dans le contexte du travail qui a été 
effectué avec les vecteurs AdΔPS.  Si les vecteurs AAV représentent des outils très 
prometteurs de thérapie génique, leur utilisation reste relativement limitée à cause des 
méthodes de production déficiente.  Or, il s’avère que les AdΔPS pourraient représenter 
un outil intéressant permettant une construction plus efficace des vecteurs AAV.  Dans 
le cadre des travaux de cette thèse, comme beaucoup de travaux ont impliqué 
l’utilisation d’un AdΔPS, il nous est apparût logique d’y inclure le volet AAV. 
 
L’AAV) est un petit virus icosaédrique (22-30 nm) à ADN simple-brin non 
enveloppé appartenant à la famille des parvovirus.  L’AAV se distingue aussi par le fait 
qu’il est un dépendovirus, c’est-à-dire qu’il ne peut compléter son cycle de réplication 
de manière indépendante.  Pour ce faire, une cellule préalablement infectée par un AAV 
doit être co-infectée par un virus auxiliaire tel que l’adénovirus ou le virus de l’herpes 
simplex.  De ce fait, l’AAV a d’abord été identifié dans les années 60 comme étant un 
contaminant de préparation adénovirale.   
 
L’AAV possède un génome relativement petit de 4 700 pb qui sera en mesure de 
produire uniquement 2 familles de protéines : les protéines Rep (Rep78, Rep68, Rep52 
et Rep40), impliquées dans la réplication du virus et les protéines Cap (VP1, VP2 et 
VP3) qui composeront la capside.  L’expression de ces protéines seront sous le contrôle 
de 3 promoteurs (p5, p19 et p40), les transcrits produits à partir de ces 3 promoteurs 
subiront ensuite un épissage alternatif qui donnera naissances aux différentes protéines 
Rep et Cap.  Le génome sera flanqué à ses 2 extrémités par des séquences terminales 
inversées (ITR) de 145 pb.  Ces séquences contiennent les éléments actifs en cis qui 
clxxxix 
 




Figure AI-1 : Structure du génome de l’AAV et unités transcriptionnelles. Les 
régions Rep et Cap sont bordées par les ITR qui contiennent l’origine de 
réplication (ori), le site d’encapsidation (pac), la séquence d’intégration (int) et 
d’excision (res).  La région Lip que l’on retrouve dans les VP2 et VP3 n’est pas 
essentielle pour la réplication du virus. 
 
Lors d’une infection par AAV, dans la phase précoce du cycle il y aura une 
conversion du génome simple-brin en double-brin suivi d’une expression transitoire des 
protéines Rep.  Les protéines Rep 78 et 68 permettront de diriger une intégration site 
spécifique des ITR dans le chromosome 19.  Une fois intégré, toute activité 
transcriptionnelle du génome cesse et le virus entre dans une période de dormance en 
attendant d’être réactivé par un virus auxiliaire.  Dans le cas de l’adénovirus, cette 
réactivation sera déclenchée par l’expression des protéines de la région E1.  Celles-ci 
vont transactiver le promoteur p5 et la nouvelle production des protéines Rep78 et 
Rep68 vont permettre une excision du génome enclenchant ainsi le cycle réplicatif de 
l’AAV.  Cette réplication dépendra aussi de l’expression des protéines E2 et E4 de l’Ad 




L’AAV est considéré comme un vecteur de choix pour la thérapie génique.  Ce 
virus, naturellement défectueux, est pratiquement non-immunogénique et il n’a jamais 
été associé à quelque pathologie que ce soit.  Ces caractéristiques lui confèrent un des 
plus hauts niveaux de biosécurité parmi tous les vecteurs d’origines virales (201).  Les 
vecteurs AAV sont construits en remplaçant les gènes Rep et Cap par le transgène 
d’intérêt ne conservant ainsi que les 2 ITR.  L’attrait majeur des vecteurs AAV réside 
dans leur capacité à pouvoir médier l’expression à long terme d’un transgène, et ce, 
même dans un hôte immunocompétent.  Cette particularité se base sur la faible 
immunogénicité du vecteur et sur la capacité de ce dernier à créer une structure 
épisomique stable (concatémère) et/ou à s’intégrer de manière aléatoire dans le génome 
de la cellule l’hôte (figure AI-2). 
 
 
Figure AI-2 : Maintien de l’expression du vecteur AAV dans des cellules 
transduites.  A)  Dans un premier temps le génome simple brin est converti en 
structure double-brin par les polymérases cellulaires en utilisant les ITR comme 
amorce.  B)  Dans le cas d’un virus AAV, l’expression des protéines Rep permet 
une intégration site spécifique.  Dans le cas d’un vecteur AAV, l’absence des 
protéines Rep permet une série de réplication à partir des ITR qui se solde par la 
formation de structure concatémérique et/ou une intégration aléatoire dans le 




La stabilité du génome dans les cellules transduites combinées à la très faible 
immunogénicité du vecteur fait en sorte qu’il est possible de traiter efficacement des 
maladies chroniques (202). 
 
Malgré leur grand potentiel clinique, l’utilisation les vecteurs AAV est fortement 
limitée par l’absence de moyens efficaces pour produire ce type de vecteur à grande 
échelle étant donné que l’AAV nécessite un virus auxiliaire tel que l’Ad ou l’herpes 
simplex pour pouvoir être produit.  La première approche développée pour produire les 
vecteurs AAV consistait à transfecter un plasmide contenant le vecteur AAV, un second 
contenant les gènes Rep et Cap suivi d’une infection adénovirale (figure AI-3). 
 
 
Figure AI-3 : Production de vecteurs AAV à l’aide d’un Ad auxiliaire.  Le vecteur 
AAV est produit par une double transfection du vecteur AAV et des gènes Rep et 
Cap suivit de l’infection par un Ad dans ces cellules 293.  Suite à la lyse, on obtient 
un mélange de particules virales AAV et Ad. 
 
Si l’utilisation de cette méthode permet de générer de bonne concentration de vecteur 
AAV, la contamination de ces derniers par la présence de l’Ad fait en sorte que les 
stocks de vecteurs produits de cette manière ne peuvent pas être utilisés pour des 
applications cliniques en raison de la forte réponse immunitaire qui serait déclenchée par 
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la présence de l’Ad, et ce, même en faible quantité.  Pour éliminer la contamination 
adénovirale, l’infection adénovirale a été remplacée par un plasmide exprimant 
uniquement les fonctions auxiliaires essentielles pour la réplication de l’AAV (figure 
AI-4). 
 
Figure AI-4 : Production de vecteur AAV par tri-transfection.  L’infection 
adénovirale est remplacée par la transfection d’un plasmide exprimant les 
fonctions auxiliaires de l’Ad, soit la région E2A, E4 et le VA RNA. 
 
Si cette méthode offre l’avantage d’éliminer la contamination adénovirale des stocks 
d’AAV produits, elle compromet aussi grandement la production à grande échelle étant 
donné son rendement relativement faible.  Pour qu’une cellule puisse produire un 
vecteur AAV, elle doit être transfectée simultanément par 3 vecteurs, de plus la 
transfection à grande échelle (en bioréacteur) nécessitera la préparation d’une grande 
quantité de plasmides et elle sera toujours tributaire de l’efficacité de transfection qui 
peut varier sensiblement de production en production.  Pour ces raisons, bien que la 
méthode de tri-transfection soit actuellement utilisée pour produire des stocks d’AAV 
destinés aux essais cliniques, celle-ci n’est pas assez conviviale pour permettre une 
utilisation étendue des vecteurs AAV.  On se retrouve donc devant une impasse où les 
objectifs de biosécurité et de production prennent des directions opposées : si l’on veut 
simplifier la production, on contamine les stocks avec l’Ad alors que si l’on élimine l’Ad 




Le projet mis en œuvre propose de concilier ces deux aspects: mettre au point une 
méthode assurant la qualité des vecteurs AAV produits tout en permettant la mise à 
l'échelle simple et robuste. Ainsi, on voudra produire l’AAV par une simple infection 
adénovirale d’une cellule contenant déjà sous forme épisomique un vecteur AAV. Un 
Ad recombinant exprimant les gènes Rep et Cap de l’AAV sera construit.  Puisque la 
production de l’AAV ne dépend que de l’expression de ces deux gènes, d’une infection 
adénovirale et de la présence du vecteur AAV, on peut livrer de manière simultanée tous 
les gènes nécessaires à la réplication de l’AAV évitant ainsi les complications associées 
à la transfection à grande échelle.  Pour garantir que les préparations seront exemptes de 
contamination, l’Ad utilisé se verra amputé d’un de ses gènes essentiels qui n’entre pas 
en jeu dans les premières étapes de la réplication: la protéase. On pourra ainsi obtenir 
une expression de Rep et Cap avec blocage total de la production de particules 
infectieuses Ad (figure AI-5). 
 
 
Figure AI-5 : Production de vecteur AAV par une simple infection avec un Ad non-
réplicatif.  La production est déclenchée par l’infection d’une cellule 293, possédant 
déjà le vecteur AAV sous forme épisodique, par un AdΔPS exprimant les gènes Rep 
et Cap.  Les fonctions AAV et auxiliaires sont donc livrées simultanément au 
moyen d’une simple infection.  L’Ad utilisé pour cette infection étant non-réplicatif, 
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la faible quantité résiduelle présente dans le stock de vecteurs AAV produit par 
cette méthode pourra être aisément éliminée par une purification sur chlorure de 
césium. 
 
Par contre, le gène Rep s’avère très toxique pour la réplication de l’Ad (42, 211, 
234), il sera donc impératif de réguler adéquatement son expression afin d’assurer une 
production efficace de l’Ad∆PS-Rep/Cap.  Pour contrôler l’expression de Rep, nous 
avons créé un antisens dirigé contre ce gène. Cet antisens a ensuite été utilisé pour 
construire une lignée cellulaire à partir de cellules 293-PS.  Donc l’Ad∆PS-Rep/Cap sera 
amplifié sur des cellules 293-PS-antiRep, minimisant ainsi l’expression de Rep, alors 
que pour la production d’AAV, des cellules 293 seront infectées, permettant ainsi 






2.1  Utilisation d’un AdΔPS pour la production de vecteur AAV 
 
 Dans un premier temps, nous avons cherché à savoir si l’AdΔPS était tout aussi 
efficace qu’un Ad pour générer un vecteur AAV.  Pour ce faire, nous avons comparé la 
production d’un vecteur AAV, exprimant la GFP, par la méthode de tri-transfection  et 
par la méthode utilisant un virus auxiliaire de type sauvage ou ΔPS.  L’AAV 
recombinant ainsi produit exprimant la GFP, nous avons pu déterminer la concentration 































Figure AI-6 : Progéniture virale produite par tri-transfection et par infection avec 
un virus auxiliaire de type sauvage et ΔPS.  Des cellules 293 ont été transfectées 
avec un plasmide AAV-GFP et un plasmide Rep-Cap.  Dans le cas de la tri-
transfection, un autre plasmide contenant les fonctions auxiliaires adénovirales a 
été transfecté.  Dans les cas des infections, ces fonctions auxiliaires ont été livrées 
par un Ad sauvage ou ΔPS utilisé à une MOI de 5.  Cinq jours après la 
transfection/infection, les cellules ont été lysées par 3 gels-dégels et l’abondance de 
la progéniture virale a été évaluée par cytométrie en flux. 
 
Comme prévu, la méthode de tri-transfection est de loin la moins efficace, celle-ci 
permettant à peine la production de 200 particules infectieuses par cellule.  Si l’on 
substitue la transfection du plasmide auxiliaire par une infection adénovirale, le nombre 
de particules produites par cellules quadruple dans le cas du virus sauvage et triple dans 
le cas du virus ΔPS.  Bien que la production utilisant l’AdΔPS, soit légèrement 
inférieure à l’Ad de type sauvage, il n’en demeure pas moins que ce léger déclin dans la 
production n’est pas assez significatif pour disqualifier l’utilisation de l’AdΔPS comme 
virus auxiliaire dans la production de vecteur AAV. 
 
 
2.2 Création d’un antisens Rep capable de réduire l’expression des protéines Rep 
 
Ayant montré que l’AdΔPS était utilisable pour produire un vecteur AAV, l’étape 
suivante a consisté à créer un antisens Rep qui sera utilisé pour construire une lignée 
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cellulaire capable d’amplifier un AdΔPS-Rep/Cap puisque l’expression de la protéine 
Rep s’avère toxique pour la réplication de l’Ad.  Pour ce faire, nous avons donc vérifié 
les propriétés inhibitrices d’un antisens Rep « pleine longueur » sur l’expression des 
protéines Rep.  Le gène Rep a été cloné en orientation sens et antisens devant un IRES 
permettant sa co-expression avec la GFP,  le tout est sous le contrôle d’un promoteur 
CMV5.  L’IRES offre l’avantage de pouvoir quantifier l’expression du sens et de 
l’antisens en mesurant l’expression de la GFP. 
 
La première expérience effectuée tire avantage de l’IRES.  Nous avons transfecté 
un premier groupe des cellules avec un plasmide sens et un second groupe avec le 
plasmide antisens.  L’expression de la GFP dans ces 2 contrôles a ensuite été comparée à 
un 3e groupe de cellules co-transfectées avec le sens et l’antisens.  Plus l’antisens dirigé 
contre le Rep est efficace, plus il devrait avoir un effet inhibiteur collatéral sur 
l’expression de la GFP c’est-à-dire que plus l’antisens peut réduire l’expression des 
protéines Rep, plus le niveau de fluorescence de la GFP devrait diminuer (figure AI-7a). 
 
 
Figure AI-7 : Efficacité de l’antisens dirigé contre les protéines Rep.  (A) Une 
construction exprimant simultanément les protéines Rep et GFP via un IRES et 
une construction exprimant aussi simultanément un ARNm antisens de la protéine 
Rep et la GFP ont été transfectées dans des cellules 293.  Vingt-quatre heures après 
la transfection, le niveau de GFP des cellules a été mesuré en cytométrie en flux. (B) 
Un immunobavardage de type western contre les protéines Rep (Rep 78, Rep 68, 
Rep 52 et Rep 40) a été réalisé en présence et en absence de l’antisens.  La 
construction ctrl-Rep exprime les protéines Rep sous le contrôle du promoteur p5 
et p19 de l’AAV alors que la construction CMV5-IRES-Rep-GFP exprime 
simultanément les protéines Rep et GFP sous le contrôle du promoteur CMV5. 
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Lorsqu’on vérifie son expression en cytométrie en flux, on remarque que tant le sens que 
l’antisens ont des niveaux d’expression de la GFP comparables.  On peut donc en 
déduire que les deux ARNm ont un niveau de transcription et une stabilité similaire.  
Lors de la co-transfection du sens et de l’antisens, l’expression de la GFP est inhibée 
d’un facteur 20.  Comme l’antisens Rep, en théorie, ne devrait pas entraver la fixation de 
l’IRES sur le ribosome, on peut présumer que l’inhibition observée est causée par la 
dégradation de l’ARNm par la RNAseH (209).  On a aussi vérifié l’expression des 
protéines Rep par immunobavardage de type western (figure AI-7b)  L’inhibition de la 
GFP observée en cytométrie en flux est corrélée par une inhibition du même ordre de 
grandeur.  Notez que l’anticorps Rep détecte les 4 formes de Rep (Rep 78, 68, 52, 48) 
produit par épissage alternatif.  Les nombreuses bandes retrouvées dans la transfection 
réalisée avec le plasmide utilisant un promoteur CMV5 en l’absence de l’antisens sont 
sans doute causées par la présence du tripartite-leader (TPL) de l’Ad dans ce dernier.  La 
présence du TPL dans le promoteur CMV5 permet d’augmenter le niveau d’expression 
du transgène, mais  sur un ARN pré messager, le TPL subit un épissage et il est reconnu 
que cet épissage interfère avec l’épissage des introns d’un transgène de la cassette 
d’expression.  Le résultat est la production d’ARNm aberrants donc, par le même fait, 
des protéines aberrantes sont traduites.  Quoi qu'il en soit, l’antisens prévient la 
traduction de ces ARNm aberrants.  Lorsque les protéines Rep sont exprimées à partir 
d’un plasmide utilisant le promoteur p5 et p19, les protéines Rep78 et Rep68 ne sont pas 
détectables alors qu’une très faible quantité de Rep52 et Rep40 demeure exprimée. 
 
 
2.3 Capacité de l’antisens Rep à permettre la réplication d’un Ad 
 
L’antisens Rep exprimé à partir d’un promoteur CMV5 permet de réduire de 
manière très importante l’expression des protéines Rep qui sont toxiques pour la 
réplication d’un Ad.  On peut donc se demander si cette réduction de l’expression par 
notre antisens permet une réplication normale du virus.  Pour ce faire un Ad de type 
sauvage a été utilisé pour infecter des cellules ayant été transfectées par un plasmide 
exprimant les protéines Rep sous le contrôle des promoteurs p5 et p19 de l’AAV en 
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présence et en absence de notre antisens exprimé avec un IRES-GFP sous le contrôle du 
promoteur CMV5 (figure AI-8). 
 



























Figure AI-8 : Réplication d’un Ad en présence des protéines Rep et de l’antisens 
Rep.  Des cellules 293 ont été transfectées avec un plasmide exprimant les protéines 
Rep de l’AAV sous le contrôle des promoteurs p5 et p19 ou d’un plasmide vide en 
présence ou en absence de la construction CMV5-IRES-antisensRep-GFP.  Suivant 
la transfection, les cellules ont été infectées avec un Ad avec une MOI de 5.  Trois 
jours après l’infection, la progéniture virale est récoltée et le titrage a été réalisé en 
comptant les plages de lyse produites au bout de 2 semaines sur un tapis cellulaire 
recouvert d’agarose. 
 
Les virus amplifiés sur les cellules non transfectées avec la construction Rep se 
répliquent presque aussi bien en présence ou en absence de l’antisens. On peut donc 
conclure que l’expression de l’antisens n’a pas d’effets délétères majeurs sur la 
réplication de l’Ad.  Par contre, lorsque le virus est amplifié en présence des protéines 
Rep, mais en l’absence de l’antisens, la réplication est fortement affectée et la 
concentration accuse une baisse de 8 fois par rapport à l’Ad amplifié sans les protéines 
Rep.  Quand les cellules transfectées par les protéines Rep sont aussi transfectées avec 
l’antisens, la concentration de l’Ad revient à un niveau normal.  Ces résultats nous 
permettent donc de conclure que l’antisens diminue suffisamment l’expression des 
protéines Rep pour permettre d’éviter leur effet toxique sur la réplication de l’Ad 
permettant ainsi au virus de se répliquer normalement. 
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2.4 Construction d’une lignée cellulaire exprimant l’antisens Rep 
 
L’antisens Rep permettant une réplication adéquate d’un Ad nous avons donc 
procédé à la construction d’une lignée cellulaire 293 exprimant cet antisens dans le but 
de pouvoir y amplifier un Ad exprimant les gènes Rep et Cap de l’AAV.  La première 
stratégie mise au point pour la construction de cette lignée cellulaire reposait sur la 
construction d’un lentivirus exprimant cet antisens-IRES-GFP sous le contrôle du 
promoteur CMV5.  Pour ce faire, un plasmide de transfert lentiviral a été construit 
(figure AI-9) pour ensuite être transfecté dans une lignée productrice de lentivirus. 
 
 
Figure AI-9 : Plasmide de transfert lentiviral permettant la production d’un 
lentivirus CMV5-antiRep-IRES-GFP.  Le lentivirus produit par ce plasmide 
exprimera simultanément l’antisens Rep et la GFP. 
 
Le lentivirus ainsi généré a été concentré par ultracentrifugation et il a été utilisé pour 
transduire des cellules 293. Ce lentivirus exprimant conjointement l’antisens et la GFP 
grâce à l’utilisation d’un IRES, on sera en mesure de sélectionner les meilleurs clones 
producteurs d’antisens par un criblage basé sur le niveau d’expression de la GFP, 
autrement dit, on sélectionnera les cellules les plus vertes.  Malheureusement, malgré de 
nombreuses tentatives nous n’avons jamais été en mesure de produire ce lentivirus, pour 
une raison qui nous était inconnue à ce moment, lorsque l’on procédait à la transduction 
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des cellules avec la préparation concentrée de lentivirus, aucune cellule verte n’était 
observable.  Pour nous assurer que ce résultat n’était pas attribuable à la technique de 
production du lentivirus ou encore à une mauvaise transduction des cellules 293, nous 
avons aussi procédé à la construction d’un lentivirus en utilisant un plasmide de transfert 
IRES-GFP, mais ne contenant pas la séquence antisens.  Dans ces conditions, il était 
possible d’obtenir une population de cellules exprimant la GFP.  Basés sur ces résultats, 
nous avons conclu que l’antisens Rep entravait la production du lentivirus lors de la 
transfection du plasmide dans les lignées d’encapsidation lentivirales. 
 
L’approche utilisant un lentivirus n’était pas utilisable, nous avons donc décidé de 
construire une lignée cellulaire en générant des clones stables par la transfection un 




Figure AI-10 : Plasmide exprimant l’antisens Rep et permettant une sélection de 
clones stables avec le marqueur hygromycine. 
 
Tout comme pour l’approche lentivirale, le criblage des meilleurs clones producteurs 
d’antisens se fera sur la base de l’intensité du signal GFP.  La transfection de cellules 
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293 par ce plasmide a permis de générer une population où plus de 80% des cellules 
étaient vertes.  Suite à cette transfection, nous avons procédé à la sélection d’un pool en 
traitant les cellules avec l’hygromycine.  Malheureusement, lors de cette phase de 
sélection les cellules vertes, théoriquement résistantes à l’hygromycine étaient 
rapidement éliminées.  Dans le pool résultant, constitué des rares cellules ayant survécu 
à la sélection, aucune cellule n’était verte et aucune activité antisens n’a été décelable 
(indice de fluorescence mesuré suite à la transfection d’une construction CMV5-Rep-
IRES-GFP, résultat non montré).  La tentative de clonage a été répétée à 4 reprises en 
utilisant différentes concentrations d’agent de sélection, mais à chaque fois le résultat fut 
négatif.  Par contre, si le plasmide antiRep-IRES-GFP était remplacé par un plasmide 
IRES-GFP, il était possible d’isoler facilement des cellules exprimant la GFP, indiquant 
ainsi que le problème ne provenait pas de la méthode ou du plasmide ayant servi à la 
construction, mais bien, encore une fois, à la présence de la séquence antisens. 
 
 
2.5 Effet de l’antisens Rep sur le cycle cellulaire 
 
Les résultats relatifs à la construction des lignées cellulaires antisens Rep de même 
que de nombreuses observations réalisées suite à la transfection de cet antisens nous ont 
amenés à penser que celui-ci pouvait affecter le cycle cellulaire.  En effet, lors de la 
construction de lignées cellulaires par transfection nous avons observé à de nombreuses 
reprises que des cellules exprimant l’antisens Rep semblaient stopper leur division 
cellulaire.  Cela pourrait expliquer pourquoi il a été impossible de sélectionner des 
cellules vertes lors de la construction de la lignée cellulaire antisens. Pour vérifier si tel 
était le cas, nous avons transfecté cet antisens dans des cellules 293 pour ensuite l’état 





Figure AI-11 : Effet de l’expression de l’antisens Rep sur le cycle cellulaire.  Des 
cellules 293 ont été transfectées avec un plasmide vide (mock), un plasmide 
exprimant la GFP et un plasmide exprimant l’antisensRep-IRES-GFP.  Quarante-
huit heures après la transfection, les cellules ont été récoltées, fixées à l’éthanol et 
colorées à l’iodure de propidium pour être analysées en cytométrie en flux. 
 
Les cellules transfectées avec le plasmide vide nous donnent le niveau de distribution 
normal des populations cellulaires en phase G1, S et G2/M.  Lorsque l’on compare la 
distribution, des cellules transfectées avec le plasmide vide à celle des cellules ayant été 
transfectées avec l’antisensRep-IRES-GFP, on peut observer un blocage important en 
phase G2/M. Comme la transfection GFP donne des résultats similaires au plasmide 
vide, alors on se doit de conclure que ce blocage n’est imputable à l’expression de la 
GFP, mais bien à celle de l’antisens Rep. 
 
Ce résultat explique pourquoi les cellules vertes isolées lors du clonage par 
dilution limite refusaient de se diviser, l’expression de l’antisens faisait en sorte de 
bloquer la mitose.  Ce résultat fournit aussi une explication sur l’impossibilité de 
produire le vecteur lentiviral antisens.  Selon toute vraisemblance, le processus 
cellulaire, affecté par l’antisens, qui est responsable du blocage en phase G2/M, affecte 
aussi la production lentivirale. 
 
L’antisens Rep contenant un codon ATG en position 93 (séquence en annexe III), 
il est possible que la toxicité de l’antisens soit causée par l’utilisation de ce codon pour 
produire une protéine de 51 acides aminés qui est responsable du blocage en phase 
G2/M.  Pour vérifier si c’était est le cas, la séquence antisens a été mutée pour remplacer 
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la séquence ATG par une séquence ATA.  Cette mutation rendant inopérant le site 
d’initiation de la traduction, on évitera la production de cette protéine qui pourrait être 
responsable du blocage du cycle cellulaire (figure AI-12). 
 
 
Figure AI-12 : Effet de la mutation de l’antisens sur la modulation du cycle 
cellulaire.  Des cellules 293 ont été transfectées avec les constructions antisensRep-
IRES-GFP mutée et non mutée.  Quarante-huit heures après la transfection, les 
cellules ont été récoltées, fixées à l’éthanol et colorées à l’iodure de propidium pour 
être analysées en cytométrie en flux. 
 
Le cycle cellulaire subit le même effet avec la construction mutée et non mutée, on peut 
donc conclure que cette modulation du cycle cellulaire n’était pas le fruit de la 
production d’une protéine aberrante via le codon ATG présent au début de la séquence 
de l’antisens. 
 
Il est aussi possible que l’effet toxique observé avec l’antisens soit dû à l’effet 
conjoint de celui-ci et de l’IRES-GFP.  Pour vérifier si tel était le cas, nous avons 
construit un antisens Rep non jumelé à un IRES GFP.  Malheureusement, cette 




Figure AI-13 : Effet de l’expression de l’antisens Rep-IRES/GFP sur le cycle 
cellulaire.  Des cellules 293 ont été transfectées avec un plasmide vide (mock), un 
plasmide exprimant l’antisensRep conjointement avec un IRES/GFP et un 
plasmide exprimant l’antisensRep seulement.  Quarante-huit heures après la 
transfection, les cellules ont été récoltées, fixées à l’éthanol et colorées à l’iodure de 
propidium pour être analysées en cytométrie en flux. 
 
 
2.6 Régulation de l’expression de l’antisens Rep pour éviter sa toxicité 
 
La dernière option qui s’offre à nous pour minimiser l’effet toxique de l’antisens, 
et donc pour être en mesure de construire une lignée cellulaire pouvant exprimer celui-
ci, consiste à réguler l’expression de cet antisens.  Pour ce faire, le promoteur CMV5 de 
la construction a été remplacé par un promoteur inductible au cumate (figure AI-14). 
 
 
Figure AI-14 : Promoteur CVM5 inductible au cumate.  Dans une lignée cellulaire 
exprimant le répresseur CymR, ce dernier peut se lier à la séquence opératrice 
CuO inhibant ainsi la transcription du transgène (configuration « off »).  En 
présence de cumate, le répresseur CymR ne se lie plus à la séquence opératrice et il 




Dans un premier temps, nous avons vérifié que l’expression de l’antisens était bien 
régulable par le cumate.  Pour ce faire, il n’a suffi que de mesurer le niveau de 
fluorescence des cellules en condition induite et non-induite puisque notre antisens est 
exprimé avec un IRES-GFP (figure AI-15). 
 


















Figure AI-15 : Répression de l’expression de l’antisens Rep par le promoteur 
inductible au cumate. Des cellules 293 CymR ont été transfectées par la 
construction CMV5/CuO-AntisensRep-IRES-GFP en présence en absence de 
cumate.  Le niveau d’induction a été déterminé en mesurant l’indice de 
fluorescence des cellules en cytométrie en flux. 
 
L’introduction de la séquence opératrice cumate dans le promoteur CMV5 de notre 
construction a permis de réguler le niveau de fluorescence de la GFP et donc le niveau 
d’expression de l’antisens Rep, en condition induite l’expression est 11,2 fois plus 
importante qu’en condition non induite.  Reste à savoir si le niveau d’expression basal 
observé en condition non induite est assez faible pour prévenir le blocage des cellules 
transfectées en phase G2/M.  Pour ce faire, des cellules 293 CymR ont été transfectées 
avec nos nouvelles constructions et l’effet sur le cycle cellulaire a été mesuré en 





Figure AI-16 : Effet de la régulation de l’expression de l’antisens Rep sur le cycle 
cellulaire.  Des cellules 293 CymR ont été transfectées avec un plasmide exprimant 
la GFP et un plasmide exprimant l’antisensRep-IRES-GFP sous le contrôle du 
promoteur CMV5 inductible au cumate. Six heures après la transfection, un 
groupe de cellule a été induit par l’ajout de cumate alors que l’autre groupe est 
resté en condition non induite.  Quarante-huit heures après la transfection, les 
cellules ont été récoltées, fixées à l’éthanol et colorées à l’iodure de propidium pour 
être analysées en cytométrie en flux. 
 
Si l’ajout du cumate ne change rien au cycle cellulaire, l’expression atténuée de 
l’antisens Rep en condition non induite demeure suffisamment élevée pour affecter le 
cycle cellulaire. 
 
Finalement, nous avons testé si un antisens GFP, dirigé contre l’antisensRep-
IRES-GFP, pouvait être en mesure de réduire suffisamment l’expression de l’antisens 
toxique pour permettre une division normale des cellules.  Si tel était le cas, il serait 
possible de construire une lignée antisens GFP régulable par le cumate dans des cellules 
CymR.  Une fois cette lignée construite, on y ajouterait l’antisensRep-IRES-GFP.  Ainsi, 
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en présence de cumate, l’expression de l’antisens GFP peut réprimer l’antisens Rep et 
permettre la division cellulaire.  Pour produire un Ad exprimant les protéines Rep/Cap, il 
ne suffirait que de retirer le cumate pour permettre l’expression de l’antisens Rep.  Il est 
à noter que le blocage des cellules en phase G2/M ne semble pas avoir impact important 
sur la production adénovirale (figure AI-8). 
 
  La cotransfection de l’antisens GFP et de l’antisensRep-IRES-GFP permet de 
réduire de manière importante l’expression de la GFP signifiant du même coup que 
l’expression de l’antisens Rep est d’autant affectée (figure AI-17). 
 

















Figure AI-17 : Efficacité de l’antisens GFP pour réprimer l’expression de 
l’antisensRep-IRES-GFP.  Une construction exprimant simultanément les 
protéines Rep et GFP via un IRES et une construction exprimant antisens GFP ont 
été transfectées dans des cellules 293.  Vingt-quatre heures après la transfection, le 
niveau de GFP des cellules a été mesuré en cytométrie en flux. 
 
L’antisens GFP permet de réprimer par un facteur 2,8 l’expression de l’antisensRep-
IRES-GFP.  Par contre, même avec ce haut niveau de répression, on observe toujours un 





Figure AI-18 : Effet sur le cycle cellulaire de la co-expression d’un antisens GFP et 
d’un antisensRep-IRES-GFP. Quarante-huit heures après la transfection, les 
cellules ont été récoltées, fixées à l’éthanol et colorées à l’iodure de propidium pour 
être analysées en cytométrie en flux. 
 
Si l’expression de l’antisens GFP seul n’a aucun effet sur le cycle cellulaire, comme 
dans toutes les autres expériences, l’expression de l’antisens Rep, même en condition de 
répression par l’antisens GFP, induit un blocage des cellules en phase G2/M. 
 
Suite à ce résultat, nous avons décidé de mettre un terme au projet AAV.
ccix 
 
ANNEXE II : SÉQUENCES DES ANTISENS GFP 
 










































































































































 ANNEXE V : PLASMIDES, VIRUS ET LIGNÉES CELLULAIRES UTILISÉES 
DANS CETTE THÈSE 
 
Nom du plasmide Provenance 
pAdCMV5-IRES-GFP Fait dans ce laboratoire, réf 40 
pAdTR5-PS-IRES-GFP Fait dans ce laboratoire, réf 94 
pVax Invitrogen, États-Unis 
pAdCMV5-IRES-GFP (tk TATA-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
pAdCMV5-IRES-GFP (Hsp70 TATA-PS)Fait dans le cadre de cette thèse 
pAdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
pAdBM5 Fait dans ce laboratoire, réf 38 
pCMV-DsRed-Express Clontech, États-Unis 
pAdCMV5-IRES-dsRED (MLP-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
pcDNA3-55K Dr. Phil Branton, Université McGill 
pRRL.CPPT.CMV-GFP.WPRE Fait dans ce laboratoire, non-publié 
pRRL.cPPT.CMV-55K.WPRE Fait dans le cadre de cette thèse 
pAdTR6-PS-IRES-GFP Fait dans ce laboratoire, réf 94 
 
Nom du virus Provenance 
AdΔPS Fait dans ce laboratoire, réf 114 
AdΔE1ΔE3 Disponible dans notre laboratoire 
Ad (dl309) Disponible dans notre laboratoire 
AdFasL Fait dans ce laboratoire, réf 118 
AdCMV5-IRES-GFP (TK-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
AdCMV5-IRES-GFP (HSP70-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
AdCMV5-IRES-GFP (MLP-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
AdCMV5-IRES-dsRED (MLP-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
AdCMV5-αGFP (MLP-PS) Fait dans le cadre de cette thèse 
Lentivirus CMV-55K.WPRE Fait dans le cadre de cette thèse 
 
Nom de la lignée cellulaire Provenance 
293A Disponible dans notre laboratoire, réf 32 
293S Disponible dans notre laboratoire, réf 37 
293SF Disponible dans notre laboratoire, réf 112 
293SF-PacLV Fait dans ce laboratoire, réf 111 
293CymR-CMV5-CuO-GFP Fait dans ce laboratoire, réf 110 
A549 Disponible dans notre laboratoire 
BMAdE1 Fait dans ce laboratoire, réf 108 
Sous-clone BMAdE1 Fait dans le cadre de cette thèse 
 
